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緒 雷
グルタ チオ ン はグ ル タ ミ ン酸, シ ス テイ ンおよびグリ シ ンから成る トリ ペ プ チ ド
で あり噸乳動物の み ならず, 動植物, 放生物に至 るま で抜く分布して い る｡ グ ル タ
チオ ンの生体内に お ける存在様式に は還元型グ ル タ チオ ン (G S H) と酸化型グ ル
タチオ ン (G SS G) とが知られて い る｡ また, 生体内グ ル タチ オ ンを基質として
利用する関連酵素系のうち, 如 レタチオ ン ペ ル オ キシダ ー ゼ (G S H- Px) は
G S Hか らG SS Gへ の 変換を触媒する｡ G S S Gは生理学的に は不活性型で あり,
グル タ チオ ン還元酵素 (G R) に よりG S Hへ 変換して はじめて種々 の 生理活性を
発現する ｡
G S Hの合成はT - ダ ルクミ ル シ ス テイ ン合成酵素とグルタチオ ン合成酵素の両
者に より行なわれ る｡ 一 方, 細胞内グ ル タ チオ ンはG S Hあるい はG S S Gとして
細胞外へ 放出され るが, その ままの形で細胞内 へ 取り込まれ ることはない l〉 ｡
グル タチオ ン の 分解に関して は, G S Hが T - カ ル ポ 串シ ル 基の関与した ペ プチ
ド結合で あるため, 通常の ペ プチダ ー ゼで は水解されず, 専らT - ダル クミ ル トラ
ンス ペ プチダ ー ゼ (T - G T P) に より永解される ｡ その 分解段階としてもも はじ
めに T - ダ ル クミ ル基が離脱し之), 次いで ジ ぺ プチ ダ ー ゼ により シス テ イ エ ル グ 7)
シ ソが関空し, 個々 の構成ア ミノ 酸になる ｡ γ - G T Pは常備に最も高い活性が藤
められs), 本酵素を遺伝的に欠損して い る患者4) , また in viv oにお い て本酵素
活性を阻害しfL
.
動物屯デ)i,5 )で は著明なグル タチオ ン尿症がみ られる ことか ら, グ
ル タ チオ ン豊の変動に はT - G T P活性が直接大きく寄与するもの と考えられて い
る｡ 本酵素に関する従来の研究におい て , 成熟動物の 肝臓で はT - G T P活性が極
めて低い こ七から3), 肝T - G T P に関して はほ とんど注目されなか っ た｡ しか し,
肝T - G T Pはヒトおよび動物の発達過程において 特異的な活性変動パ タ ー ンを示
し
, 胎生末斯に異常に高い 活性を示すことが報告さ叫て い るB)｡ これに関連して,
Tateishiらは肝G S H の生理的役割の 一 つ と して シス テイ ンの貯蔵型として の役
割7)を提唱し, 胎生末期にみ られ る肝T - G T P活性の高騰は, 胎仔斯に不足する
1
シス テ イ ンをG S Hから安定に供給するため で ある と報告して い る8) ｡ 従 っ て , 周
産靭に おける母体 一 胎仔間の T - G T P活性の変動はGS H代謝に大きな影響を及
ぼすもの と考えられ る｡ 一 方, 成熟動物に おける肝 γ - G T Pの 誘導に関して は,
種々 の葉物投与により見られる ことが報告されて い る 97 1 0 )｡ 1975年 Ba rtelsら1 1)
はリウ マ チ様関節炎で ア ミノ ピリ ン (A M)■を連用 して い る小兄 の 血清γ - GT P
活性が異常な高値を示すことから, ラ ッ トにA Mを連続投与し活性変動を検討 した
とこ ろ, 肝T - G T Pの絵活性が約30倍にも著増す るこ とを報告 した｡ こ の知見辻
フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル な ど他の誘導荊による肝T - G T P活性の 上昇が, 約2 - 3倍
に過ぎな い 9 = 0〉こ と と対比して極めて大きい ことを示 して い る｡ 従 っ て , A M投
与時にみ られ るこの 種な肝 T - G T P活性の 激増 は, 肝G SH代謝機構に も大きく
影響を及ぼすこ とが予想され る｡
G S H は生体内非蛋自性S H化合物の 大部分を占め, 哨乳動物の肝職は最も高い
組織の 1つ で ある1 之)｡ ラ ッ ト肝G SH量は24 -48時間の 絶食に より約50 % まで減
少する13)が, 決 して ゼ ロ に はならない ことから, ラ ッ ト肝に は代謝回転の異なる
2つ の G SHプ ー ル の存在が提唱されて い るl?) ｡ 一 方, 絶食に よるこ の 様な肝
G S H董の減少は ハ ム ス タ ー で は48時間絶食条件下 におい て もみ られない 1 5)｡ こ
の ことは肝G S H プー ル の存在様式あるい はG S H関連酵素系に よる G S H制御轍
構にお ける種差の存在を示唆するもの で ある｡
絶食条件下 にお い て は, アセ トアミ ノ フ ェ ンな ど種々 の黄物に よ る肝毒性が著し
く増強する 川 ことか ら, 薫物投与による肝毒性発現機構に は生体内肝G S H董が
密接に関与して い る｡ 従 っ て, 肝G S Hの 調節機構および G S H関連酵素系の生理
的役割の追求は, 葉物に よる肝毒性発現機構を解明する上で重要な課題と考えられ
る｡
一 方, 肝G SH関連酵素系として の グル タ チオ ン S - トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(G ST) およびG S H- P x は, 生休内GS Hを基姿として異物の代謝過程にお い
て重要な投書陀 果たす ことが知られて い る. すなわち, G S Tは異物ある い 払 ･そ
2
の 清隆代謝物 とG S Hとの結合を触察し, G S H抱合体を生成する1 7' 1 8) ｡
G S H抱合体は その まま尿中に排推されるか, γ - G T P, ジ ペ プチダ ー ゼ および
N - アセ チ)i, トラ ンス フ エ ラ ー ゼ の 一 連の酵素反応に より最終的にメ ル カ プ ツ ー ル
酸 とな っ た後排滑される ｡ また, 生体内におい て異物が代謝されて生成する過酸化
物および過酸化脂質の還元に 娃G S H- Px が優先的に件用する
1 9)
｡
近年, 肝G S Tは 一 種類で はなく, 少くとも複数の アイ ソ ザ イ ム の存在が明らか
に な っ た葺
0' 21)
｡ さ らに GS H - Px におい て も, 従来の セ レ ン酵素の 他に セ レ ン
を含ま ない アイ ソザイ ム が存在することが確組され之Z〉, それ はG S Tの ある種の
アイ ソザイ ム と酵素化学的に同 一 で あるこ とが証明された2 3)｡ また, ラ ッ ト肝に
おい て , これらG S T2 4)およびG S H- P x 活性2 5 )に は著明な性差がみ られるが,
そ の 性差発現機構および樹齢機構に つ い て未だ不明な点が多い ｡
上述の様に肝G S H代謝機構に は, 種々 の G S 打関連酵素系が密接に関与して い
る可能性が極めて 大き い ｡ さらに, そ の肝G S H代謝iも 関連酵素系の種差, 性差
に より大きく影響を受けるもの と推察される ｡ そ こで著者は次の杜な枚静を行い ,
興味ある新知見を得た｡
(1)成熟ラ ッ ト肝 T - G T P活性は極めて低い ことに関して, それが腎酵素との 酵素
的性輩の 違い に よ るのか否かを明らかにする目的で , 成熟ラ ッ ト肝より T - G T P
を精製し, そ の諸性質に つ い て検討した｡ さ らに, 蛍光抗体法により肝T - GT P
の細胞内分布を組織学的に換静した｡
(2)ラ ッ ト滞産期にお ける母体, 胎仔, 新生仔の 肝臓と腎臓, さ らに胎盤, 羊水およ
び子宮壁の r - G T P活性の変動を比較検討した｡ また, これら各器官の r - G T P
の G S H代謝にお ける生理的役割を換射した｡
(3)A M投与によ るラ ッ ト肝 γ - G T Pの 誘導機構を枚静した｡ さらに A M投与時に
お ける G S H関連酵素系に よる肝G S H代謝の 制御機構を提唱した｡
(4)G S H関連酵素系によ る肝G S H代謝の制御機構払 ラ ッ ト, マらス , モ ル セ ッ
トおよぴ ハ ム ス タ ー に おい て 違い があ るか杏かを比較検討した｡ さ らに毒性指標
3
の 一 つ と考えられ る脂質過酸化反応に対する G S Hあるい は関連酵素系の 関与を
明らかに した｡
(5)G S H関連酵素系の 申で , T - G T P, G S TおよびG S H- Px 活性 は, ラ ッ ト
肝におい て著明な性差を示 した｡ さらに, こ れらの酵素活性はG S H登の 鋼好機
様に も重要な影響を及ぼすこ とを明らかに した｡
(6)ラ ッ ト肝T - G T P, G S Tおよぴ G S H- P x 活性の 性差は, 性ホ ル モ ンに より
ど の様な鋼節を受けるかを検討した｡
mラ ッ ト肝の G S Tお よびG S H- Px は有機過酸化物に対して共通の酵素活性を
示すにもかかわらず, 全く異なる性差を示 した｡ G S T活性は雄性が高い の に対
し, G S H- P x 活性は噸性ラ ッ トが有意に高い ｡ この 両者の酵素活性の性差は
G S T, G S H- Px 各ア イ ソザイ ム の い ずれに起因する の か, 酵素化学的およ
び免疫化学的に 解明した｡
4
欝 且 締 ラ ッ 恥 肝 ダ .FL/ タ 争 舟 ン 柁 謝 よ
関 連 醇寧 素 系
グ ル タ チオ ン登の変動に直接影響を及ぼす因子として は, G S H合成系酵素の 董
的変化と分解酵素で ある T - G T P塙性が拳もぎられる｡ T - G T P活性の臓器内分布
は腎臓に おい て最も高く3), 従らて そ の 生理的役割に関する研究も主として腎臓に
おい て なされてき た｡ T - G T Pの G S 正代謝に おける建坪的意義と して,
Meiste r 之も)は本酵素が
叫
T - グ ル 夕 ミ)i,サイ ク)i,
''
の 一 員として G S Hと共役して
細胞外のア ミノ酸を細胞内に輸送するとい う仮説を提唱した (Fig. ト1)｡ しかし
ながら, γ - G T P活性を ア フ ィ ニ チ イ ラ ベ ル により消失させた細胞は未処理の細
胞とア ミノ酸輸送能にお い て全く蒙がみ られない こと2 7' Z8) , さらに本酵素活性を
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遺伝的に欠損して い る患者の培養線堆芽細胞も正常なアミノ 酸輸送能を督す る こ と
が報告されて い る4, Z り) ｡ これらの事実札 Meister により提唱されて い る本酵素
の ア ミノ 酸共役輸送説と相容れな い 結果で あり, そ の 倣説の 正否をめぐ っ て 論争が
続い て い る｡
一 一 方, 肝T - G T P活性は成熟動物におい て は極め て低い 3)に もかかわ らず, 胎
生末期b), 肝窟3 0) にお いて 異常な高値を示すこ とか ら, 本酵素は塔胎児性賓自の
性宴31)を有して い る o さらに血中の T - G T P は肝臓由来で ある3 2)こ とか ら, 血
中 ト G T P活性の 変動は臨床上, 肝障害あるい は肝塔診断の際の 有用 な マ ー カ ー
の 一 つ と して有望視されて い る｡ 従 っ て , 肝T - G T Pの生理機能を解明す る上で ,
その 局在性, 酵素約諾性質を腎酵素と比較検討する こと は重要と考え られる ｡ そ こ
で , 著者は成熟ラ ッ ト肝臓より T - G T Pの精製を試み, 雨滴器に 由来する本酵素
の性質の 異同を酵素化学的, 免疫化学的に換討 した｡ また, ラ ッ トに お いて 胎生末
期にみ られる T - G T P活性の 高騰は肝臓に特異的な もの か否かを周産靭の母捧,
胎仔,.新生仔の各組織の T - G T P活性の 変動を詳細に検討 した｡ また, 胎生末靭
の肝 ト G rT Pの成熟肝あるい は腎 ト G T P との 性質上の異同に関 して 検討 した｡
成熟ラ ッ ト肝T
l
- G T P清性はA M投与により著増する ことから, A M の誘導機
構を検討した ｡ さらに, A M投与によ る他の 関連酵素活性の 変動を串追跡し, 得ら
れた結果から肝グ ル タ チオ ン 代謝における関連酵素系に よ る制御機構の存在を提示
した ｡
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興 乱 費 購 熱 ラ ッ 恥 肝 T - 仁ユ T P の帝静遷蓬
よ を の 性 紫
且 - 且 - 且 成熟ラ ッ ト肝T - G T Pの精製法
紅葉験方法】
1. 動物
spr ague-Dawley 系雄性ラ ッ ト (体重196-230g) を用い た｡
2. γ - G T P活性の謝定
基質と して はL - T - ダ ル ク ミ)i, p- ニ ト ロ 7 ニ 7) ドを用い , Orlo w skiと 鮎iste r
の 方法3 3)を若干改良した方法3 4) により珊定した ｡ 酵素活性の 1単位 (1llnit)
は37℃で 1分間あたり1pm ole の p- ニ ト ロ ア ニ 7) ンを生成するに要する酵素尊と
定義した｡ なお, 比活性は17ng 蛋白あたりの u nit数で表示した｡
3. 輩自定尊
書自量は Lo wry らの方法3 5)により珊定した｡
4. 使用した畷衝液
Buffe r A ;50mM Tris - HCl, p朋 .0
Buffer B ;50mM Tris -ECl, pE8.0/0.2mMF)gCl2/0.2rnM CaCl之/0.5M NaCI
Buffer C ;10mM Tri告 - HCl, pE8.0
【実験結果】
肝T - G T P の精製は下記の手簡に従 っ て行 っ た｡ 動物は頚動脈を切断し放血致
死後, 直ちに開腹 し in situ に て1.i5 %ECl溶液で海流して血液を除去した｡ 得
られた肝臓 (910g) は冷 Buffer Aを加え, Potter - EIv ehjem 型テ フ ロ ン ホ を ジナ
7
イザ 一 に より33 %ホ 号 ジネ - トを鋼製 した ｡ ホ モ ジネ - トは2層のガ ー ゼ で渡過し
た弓乳 105,000Ⅹg30分超遠心分離を行 っ た｡ 得られた沈鐘を Buffe r A で再懸海し,
さらに最終濃度 20mM に な る様に2 - メ ル カ プ トエ タノ ー ル を加えた後, 肝垂董の
1/50の パ パ イ ンを添加し茂拝しな がら, 37℃ 6時間可特化 した ｡ そ の 後, 105,000xg
60分遠心 し, 上清を可溶性両分と した｡ 次に, これを50- 95 %飽和硫安分画を行い ,
透析によ り腕塩後, Sephade x G -200(4.2x76c 皿) カ ラム タ ロ マ イ グラ フ イ - 杏
2 回行い 活性両分を得た ｡ 次に, BufferB で平衡化した Co n. A -Sephar o s e4B
カラ ム に apply し, Btlffe rB で十分に洗 っ た後, 20喝ノml の α - methyト D -
glyc o side を含む Buffe rBで薄地させた ｡ 活性両分を集め, 濃縮後 Buffe rC で平
衡化した D FJ A E-tellt1o s eカ ラ ム に applyした｡ Buffe rC で 十分カ ラム を洗
っ た&, 0.3M NaClを含む BufferC で特出し, こ こ で得られた活性画分を精製
T - G T P標晶と した ｡ Table ト1 に は各精製段階にお ける絵活性, 比活性および
収率を示 した｡ なお, 最終標晶は, 比活性で約 450倍に精製され, 回収率は13 %で
あ っ た ｡
Table 1- 1 Pu ri f ic atio n of y - gluta myltra n speptida s efr o m
r at ユ土v e r.
℡otal Total Spe ci f ic
S t ep V olu m e Pr otein Åct ivi ty Åctivi ty yiel d Fol d
(m1) (mg) (units) (u ni ts/mg) (%)
三塁三三呈芸;gate 1 0 8 0
Papa in
t r eatzTte nt
5 0- 9 5 亀
(N H4)2S O4
Sepbadex G - 2 0 0
1s七
2n d
9 2 0
2 0 0
6 2 1 0 0 1 5 9.a
9 6.6
5 2 0 0
2 5 1L3 8 4
23 4 3 6
Con A - Sephar o se 1 3
D E A 玉- Cel lulo s e 6
0 .0 0 3 1 0 0.0 1. 0
6 0. 5
8 6. 2 0.0 1 7
6 4. 3 0.0 4 6
6 2. 3 0. 1 4 3
3 1 2 9. 1 0 . 9 5 3
1 8 2 0. 6 1. 1 5 6
5 3. 9 6.5
4 0. 2 1 8.1
3 9. 0 5 5.6
1 8. 2 3 7 0.8
1 2. 9 4 4 9. 9
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i : 乱 - 2 精製肝T - G T Pと腎酵素との 免疫化学的比較
監実験方法】
1. 抗体伸製
r - G T P抗体の作製に はラ ッ ト腎より, 肝臓の 場合 と同様に パ パ イ ンで 可熔化
して得られた精製標晶を用いた｡Jこ の精製標晶は電気泳動的に ほぼ単 一 で あ っ た｡
また, そ の 比活性は1304.6u nits/mg 蛋白で あり, Hughey と Curthoys3 も)の 精製標
晶 (693u nits/mg 蛋白) に比べ 商い 活性を示した｡ 抗血清産生法は Noshiro と
Om ur a の方法3 7)に準拠し, Fig. ト2 の様に行 っ た 3 8)｡
Female r ab b it
`B
f
- 3 kg'
3 v eekさ
T
Antige n (1 . 5 ng pr ot .)
S u spe nde d with Fre u nd
'
さ
c o mple t e adju vzLnt
ÅdminiBter ed into foo t
pad and the root of
the le9B
1 w e ek
b
7
.te r
h t ige n (0.5 ng pr ot.)
8 u &p8nded in 8 Al in e
A dnini8tered into
e a r v ein
i
恥 ole b lo od
℡r e ated &t 3 7oC, 4 5nin
S to od at 40C o ve znight
Ce ntri fuged
Sup.
J
且nti8 e r q
Pel let
Fig･ i - 2 S ta nda rd pro c edu r efo r pr ep ?rat io n of y - G y p
a nti 畠er un .
ま た, 抗血清より IgG の作製は Noshir o と Omu r aの方法3 7〉に従い , 抗血清を
25- 50 %飽和硫安で 2 国分画 した後, D E Å E- ce11ulo se カ ラ ム により v oid に
熔出される分画を井特異的 IgGとした ｡ 一 方, T - GTP特異抗体は杭血清を材料
9
として, CtlatreC aSaS の方縁3 9)により作製した CNBr 一 括性化 Sepharos e4 Bカ
ラム を用 い , immunoads o rbe nt 接40) に従 っ て 行 っ た (Fig. 1-3)｡
咋･
I
i..ti 軌1J･)工声J !I'j ･招
托 皿 油
I
2 を一石(搾 飽 和 硫 安 分胸
(2 固 処 増)
DEA 玉 Cel lTl o 8 e
Eltla七e (v oi d fr a ct io n)
特 異 的 抗 体 柑 戴
Sepha r o 8 e一位
同 丑 の 水 を 加 え ､ m N&O Hで pH l l. 0
l l
.
3に 保 ち ､ ゲ ル 2倍 量 の 50mg/血1 C N Br
を 加 え る ｡
反 応 後 , 水 冷 0. 1 姐炭 酸 ナトI) 如媛衝 液
(pI柑. 0)で 充 分 洗 浄 す る ｡
C yBr - & ot iv &ted Sephr o 8 e4 B
水 冷 上 記 嬢 砺 波 中 . 抗 原 を 加 え
(6zng, & ク神 様 辞 し恵 が ら 一 昼 夜 4
0c
で 反 応 盲 せ る ｡
Sephr o 8 e4 B- Ant ige n Co mplex
故 衝 化 食 塩 永 で 洗 静 し た 後 , 遊 離 碁 を
モ 桝 ミンで 故 換 し, カ ラ ム 忙 つ め る ｡
抗 血 清 を カ ラ ム に つ め る ｡
破 傭 化 食 塩 水 で 充 分 桝 を 洗 っ た 後 ､
0
.
1 7 u 抑 ソ E C l破 衝 液 (p技2. 3)で 帯 出 す る
直 ち忙 列 シシ蚊 林 液 (Ⅰ瓜11. 0)で 中 和 し, 沈 殿
物 は 遠 沈 して 除 く ｡
丑1t bte
Fig . i
- 3 Pr o c edu r efo r pr epa ratio n of spe ci f ic
a ntibody again st y - G T P.
2. 阻害実験
肝臓また は腎臓の 精製 γ - G T P に種々 の 濃度の 抗体を添加し, 37℃で10分間イ
ン キ ュ - べ - トし, さ らに4℃で 1晩放置手製 10,000Ⅹg lO分間速心 した｡ こ こで
得られた上浦の r - G T P活性を珊定し, c ontrol の IgG存在下 の帝性を 100 と
して パ ー セ ントで表示 した｡
3. 蛍光抗体法による細胞分布
蛍光抗体法は Naka n eらの 改良法4 1)に従い , 以下 の様に行 っ た｡ 肝臓および腎
1 0
臓組織を液体窒素申で 凍結させ, ク 7)オ ス ダ ッ トで超薄切片 (厚さ6 pTn) を作戟
した後アセ ト ンで固定した｡ 次に, こ の切片に腎 r - G T Pの 特異抗体を反応させ ,
過剰の特異抗体を洗浄により除去 した後, 抗ウサ ギ (ヤ ギ IgG)
- フ ル オ ロ セ イ
ン Co mplex を反応させて結合したフ ル オ ロ セ イ ンを蛍光顕敏捷を用い て検錬した｡
なお, 抗ウサ ギ IgG (ヤ ギ IgG) - フ ル オ ロ セ イ ン Comple x は千葉大学医学部
附属環境疫学研究施設免疫研究馳 矢野明彦博士 (現, 信州大学医学部寄生虫学教
室) より御恵与頂い た もの を用 い た｡
4. 肝細胞膜の単離
cole n an らの 方法4 2)に従 っ て , シ 訂 糖密度勾配遠心分画法により単離した ｡
5. 腎近位尿細管刷子縁 (Brush Borde rMembra n e;B B M) の 単離
Boothと Ke n ny の方法4 3) に従 っ て , 腎皮質より遠心分画法に より単離 した ｡
6. シ ァ ル 酸の定登
Warr e n の 方法4 4)に従 っ て行 っ た｡
7. ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
T - G T P標晶を 10mM CaC12を含む100mM Acetate buffer(PHS.5)で透析後,
1mg 賓白あたり2unitの ノ イ ラミ ニ ダ ー ゼを添加し37℃ 3時間イ ンキ 31 べ - トし
た ｡ この } イ ラ ミユ ダ - ゼ 処理後の γ∴ G T P標本に はシァ ル 酸は披由されず,
a sialo型に変換して い るこ とが確認された｡
【実験結果】
IgG および特異抗体を用い て, 7- GT Pの 阻害活性を比較した結見 Fig. ト4
か ら明らかな様に IgGと特異抗体でもも そ の 阻害度におい て著明な圭がみ られ た｡
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また , 抗腎T I G T P抗体は, Ouchterlony 法にお い て腎酵素および肝酵素に対
して単 一 の沈降線を示 し, 完全に融合した｡ こ の こ と は肝酵素は腎酵素と共通の抗
原決定基を有して おり, 免疫学的に は両者に差異が ない こ とを示して い る｡
さらに, 肝臓, 腎臓の精製酵素標晶に つ い て, ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理前 と処理後
に おける特異抗体に よる阻春慶を比較した (Fig. ト5)｡ そ の結果, ノイ ラミ ニ ダ
ー ゼ処理により, 肝, 脅γ - G T P間の阻害率の 善が短絡した ｡ すな わち, シ ァ ル
酸尊の 城少に より肝 T - GT P は腎型 へ 近づくこ とが示唆された ｡ ま た, 肝臓と腎
臓から得た本酵素の シァ ル 酸含宴は, それぞ れ 143.8 およぴ 50.2叩 01e/mg 蛋白で
あり, 肝酵素の方が腎臓の それより約3倍高値を示 した｡ さ らに , シ ァ ル 酸は急に
荷電 して い る ことから, 電気泳動上 におい て両者の 易動産が異なり肝酵素は腎臓に
比較 して , より陽極側に清性ピ ー ク を示 した ｡ しかし, ノ イ ラミ ニ ダ ー ゼ処理によ
り, 肝酵素の 活性ピ ー ク は腎臓の それと同 - 位置に移動 した｡
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y - G T P｡ The e n zym e a nd its a nt i body w e r e
1 0m土n ｡ Af七e r 七he s e m土Ⅹ七u r e s w e r e
a nd the n c e ntri fuged at 1 0,0 0 0xg三…弼
fo r 10 min ′ the a c七土Ⅴ土七ie s o王 七he s upe r n a七a nts w e r e
a s s ayed . i mU of k i dn ey a nd liv e ry- G y pa ctivitie s a r e
0 . 8 5 ng a nd 980 ng protein , r e spe ctiv ely, befo re
n e u r a mini da s e tr e atm e nt l a nd 1｡ 3 9
.
nglJ 49 7ng pr oteihl･
r e spe ctiv ely, af te r n e u r a minida s etr e atm e nt .
一 見 γ - G T Pの組織内分布に つ いて , 腎酵素は近位尿細管の醐子綾に局在す
る こ とが琴告されて い る 4 5)
.
｡ しかし, 肝T - G T P に関して はほ とんどの活性がミ
ク ロ ゾ ー ム 両分に 局在するという朝告4b), また細胞膜画分に局在する10) という報
告もあり明確な結論は得られて い ない ｡ そ こで, 蛍光抗体法によ る肝, 腎 ト G T P
の細胞内分布を換謝 した (Photo 1-1,ト2)｡ Photo ト1 より明らかな様に, 腎
T - G TP もま近位尿細管に局在して い る ことが確藷された｡ また細胞分画法によ る
活性分布において も皮輩ホ モ ジネ - トと腎近位尿細管御子縁 (B . B . M) とで , そ
れぞれ 1.41と 14.11u nit革/mg 蛋白で ありB . .B . M に活性が局在して い るこ とが確
認された｡ 一 方, 肝T - G T P に関 して は Photo 1-2 一 に示す様に, 細胞膜上 に明白
な ト G T Pの 局在力予み られた｡ また, シ 諒 糖密度勾配法に よる細胞膜標品で は ホ
モ ジネ - トレ ペ ル の約55倍の 活性 (34.4m u nits/mg 葉白) が線められた｡
1 3
Photo i - 1 工JO C al iz atio n of r e n al y - G y pin n o r m al r ats .
D: 遠位尿細管, p: 近位尿細管, G: 糸球体
Photo i - 2 Lo c al iz atio n of hepatic y - G y pin n o rm al r ats .
1 4
胤 - 且 - ･ 詔 肝 T - G T Pの Kin etic s に よる解析
監実験結果凋
T - G T P は活性部位と して T - ダ ル クミ ル ペ プ チ ドと反応する do nor si te お よ
びア ミノ酸, ペ プチ ドを結合する a c c印tO r Site の両者より構成されて い るこ と
が知られて い る4 7, 48, 4 9 ). そ こ で, 秤, 腎南野素の don o T基質で ある T ,-gluta 悶如
p
- nitr o anilide に 対する 鑑m 健を Lin e w ea ve r胤 rk plot により求めた｡
さらに don o r基質と競合的に括抗する anthghltin (トT ･- L - gluta myト2 -(2-
c a rbo xy phe nyl)bydTa Zine)5 0)に 対す る 髭i 健を Dixo nplot に より算出した
(Tablel ト2)｡
Tab le i - 2 Kin etic s of y- Gy p fr o mk i dn ey a nd l iv e rin rats ｡
pr ope r七土e s X土dn ey 工一土v e r
Rm fo r y - gluta myl
p - n土t工
･
O a n土1 i de
( ” )
Ki fo土･ an thglu七in
( ” )
1 ｡ 0 4 Ⅹ 1 0
- 3
l ｡ 3 5 Ⅹ 1 0
- 3
6 . 5 Ⅹ 1 0
- 6
5｡ 5 冗 10
- 6
The v alu e s of Km fo r L I Y
-
gluta myl p
- ni tr o a ni l i de a nd Ki
fo r a nthglu tin w e r ede te r min ed by Lin e w e a ve r - Bu rk Plots
a nd Dix o n plots p r e spe ctiv ely ｡
そ の 総見 T - gluta myl p - nitr･o a nilide に 対す る見かけ上のKm構およびanもhglut-
inに対するHi健は, 両酵素共ほぼ同じで あ っ た｡ 従 っ て, T - G T Pの dono r site
に対する親和性に つ い て は肝, 腎臓間に有意な貴の な い ことが明らか とな っ た｡
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勢 2 牽 ラ ッ ト 周 産 英国さこ お 古す る
T 一 仁言
r甘
ー
P の 臓 鳶署 内 分 布 と
清 性 変 動
【実験方蔭】
I. 動物
spr agu e- Dawley 系噸雄ラ ッ ト (9週令) を購入し, 噸雄を別々 に 1 ケ
ー ジに
2 - 3 匹入れ, 約1週間予備飼育した｡ そ の 艶 夕方敵 機 一 匹ずつ を交配し, 妊
娠は翌軌 膝栓の 有無を珊べ て 確認 した｡ また, 聴栓の存在が確趨された日を妊娠
第0日 と した ｡ 妊娠ラ ッ トにつ い て縫目的に犠殺し, 帝王切開により胎仔, 胎盤,
子宮壁および羊水を摘由した｡ 同時に母ラ ッ トの肝臓および腎臓も取り出した｡ な
お, 同腹の 胎仔の肝臓と腎臓はそれぞ れプ ー ル して用い た ｡ 以上の 各組織 は1.15 %
KC=容液で10%ホ モ ジ泉 - トに し活性測定に用い た｡ また , 胎仔肝水 母 ジネ - トを
105,000Ⅹg60分速心 し, 捷連と上漕をそれぞれ膜結合性と可溶性T - G T P画分と
して実験に供 した ｡
2. γ - GT P抗体に よ る阻害実験
反応液の組成払 各酵素輯液 (50mu/ml)0.25nl , 挽腎T - G T P IgG 0.125ml
さらにB S A溶液を加え全量 0.5nllとし, それを4℃1晩 放置後 10,000xglo於
間遠心 して得られた上滑の T - G T P晴性を滑定した｡ 抗終によ る阻春慶は contr ol
の ⅠgG(0.5mg 蛋白) 存在下の 残存活性の パ ー セ ン トで表示 した｡
3. ノ イ ラミ ニ ダ ー ゼ処理
胎盤 ト G T Pおよび胎仔肝の膜結合性T - G T P は, 第1章の成熟ラ ッ ト肝
T - G T Pの 場合と同級 ル ヾイ ンで 可溶化後, D E A R- Sephade xカ ラム に より
部分精製 しセ用い た (比活性;廃盤 T - G T P,
1
o.324;胎仔肝膜結合性 T - G T P
■
,
7･23U/mg蚤自)｡ ま た, 胎仔肝可溶性T - G T PはD E Å E- Sephadex により部分
1 6
精製した (比活性;7.53mU/ng 賓自)｡ 以上の各T - G T P襟品と成熟ラ ッ ト肝
T - G TP精製襟晶を 1-1-2 の 方法に従 っ て ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理した｡
且 - 2 一 且 妊娠靭および授乳期にお ける肝臓および腎T - G T P
活性の変動
【実験結果】
Fig . 1-6 に妊娠期間および授乳期間にお ける胎仔と新生仔の肝, 腎γ - G T P
活性の変動を示 した ｡ これか ら明らか な様に, 腎γ - G T P活性は成長に伴 っ て漸
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Fig . 1 - 6 C ha nge s in y
- G T Pa ctivitie s of r at l iv e r a nd
ki dn ey during de v elopm e nt .
The left and right o rd in ate s ind icate y - G y pa ctivitie s
in the l iv e r(◎) a nd Ki dn ey (○) . r espe ctiv ely . y- G T P
a ct ivitie s of r at l iv e r a nd k idn ey du ring de v elopm e nt
w e r e m e a s u r ed in ho m oge n ate s r a nging in age fr o mday
●
1 5 a nd 1 7of ge statio n to l lw e eks afte r b irthl
r e spe c七土v ely .
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次上昇したの に対し, 肝T - G T Pはth 生時に最大活性を示し, 成熟ラ ッ ト肝 レ ベ
ル の約30倍の高値を示 した｡ しかし, 生後, 急速に活性は減少 し, 僅か1週間で 成
熟ラ バ 肝の レ ベ ル まで減少した｡ ま た, 新生仔肝にみ られ る生後急速な活性の低
下 吐 血申T G T P活性の経口駒減少とよく相関した (T -0.873)｡ こ の様な肝,
腎 T - G T P)活性変動を両者の 割合で 示すとFig. ト7 の様に なる｡ すなわ ち,
1 0
′■■ ヽ
dP
5由
ヽ
■- 1
- 1
1 7 18 20 0 2 4 21
Day of Day of
ge sta tio n pa rtu ritio n la ctation
Fig . 1- 7 Ratio of spe ci f ic a ctivitie s of
l iv e r and k i dn ey y- G T Pin r ats du ring
dev elopm e nt.
Liv e r(軸写) ′ Ki dn ey (□) .
胎生17日目で は肝活性の方がむ しろ高い が成長に伴い , 肝活性の占め る都合 は減少
し, 3過令で 腎活性の1/100まで 減歩して しまう｡
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一 方, 母体のEf, 腎 T - G T P清隆8j:, 妊娠期間および授乳期問い ずれもほとん
ど 一 定で有意な変勤 はみ られなか っ た ｡
乱 - 2 - 2 妊娠期間における胎盤, 子宮壁, 羊永の T - G T P活性の変動
監実験結果】
Fig. ト8 に示す様に 羊水中の T - G T P活性は胎仔肝r - G T P活性の変動と同
様に, 胎生末期に高楼を示 した｡ しか し, 胎盤の γ - G T P活性は逆に, 妊娠初期
に高く, 末期に な るに つ れて減少した｡ さらに子宮壁の T - G T P活性は母体の
γ - G T P活性を反映して 一 定で あ っ た ｡
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Fig ｡ 1- 8 Chang
･
e s of y - G y pa ctivities of v a rio u s
tis sue s du ring pregnan cy in r ats .
Pla c en ta (A) , u te r u s wal l(○) ′ am n土○七土c 王1u土d (A) ,
feta1 l iv e r(@) .
1 9
且 _ 2 - 3 胎仔肝な らびに胎盤T - G T PのEinetic sと免疫学的解析
こ実浪結果】
Table ト3 に T - glutamyl p- nitr oanilide に対するKm構および anthglutin に
対す る Ei健を示したが, い ずれも有意な善異はみ られなか っ たo
Tab le i- 3 So m epr ope rtie s of y
- Gy p fr o m adult, fe tal
l iv e r a nd pla c e nta .
A dul t l iv e r Petal l iv e r P la c e ntal
pr opertie s H ･B ･
H ･ B ･ So1 ･ M 3B ･
Rm fo r y - gltlta myl
p - ni tr o a ni l i de
( mM )
Ri for a nt hgltlt in
( リ出 )
1.3 5 0 . 8 6
5.5 6 . 1
1 . 3 9 1 . 0
T he v alu e s Of Xm fo r i- T
-
glu ta nyl p
- nitr o a nili de a nd X i fo r a nt hglut in
w e r edete r min ed by L ib - e a v e r
- Bu r汝 plots a nd Dix o nplots.r e spe ct iv ely･
T he ab br e viat io n tlB ed i5 ‡ A . a . , m e mbr a n e- bo u rLd e nzym e･ Sol ･ 's olub le en 2;Ym e
10
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Fig . 1 - 9 =nh ib it on of y - G y pa ctivitie s of
fetal a nd pla c e ntaュ m e mbr a n e- bo u nd′ fetal
liv e r s olub le and adult l iv e r m e mbr a n e- bo u nd
e n zym e sby y
- G y pa ntibody in r ats .
Membr a n e- bo u nd: feta1 (也)′ pla c e ntal (◎),
adult l iv e r(○),･ fetal l iv e r solub le (A) .
2 0
成熟肝で は可特性T - G T P活性はほとんど謎められない が胎仔肝におい て は,
肝臓の 絵括性の約16 %を占め た｡ さらに, T - G T P抗体に よ る阻書実験で は,
胎仔肝可溶性 γ - G T Pの みが他の 膜結合性酵素に比較 して阻害程度が低か り た
(Fig. 1-9)｡
そ こで , 胎仔肝可溶性T - G TPをノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理により asialo 終に し,
同様な阻害実験を行 っ た (Fig. 1-1O)｡ そ の結免 可特性T - G T Pは a sialo 体
に変換すると阻害度が増強さ れ 膜結合性の それに ほぼ近づくこ とが組められ た｡
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Fig｡ ト1o (A) エnh i b it o n of m e mbr a n e- bo u nd y - G y p
a ctivitie s of adult liv e r a nd pla c en ta by ”- G y p
a nti body befo r e a nd afte r n e u r a minida s e tr e atm e nt .
C ircle s a nd tria ngle s ind ic ate plac e nta a nd adult
l 土v e rJ r e Spe C七iv ely｡
(B) Inh i b itio n of y
- G T Pactivitie s of fetal l iv e r
s olub le a nd adult r at live r by y- G y pa ntibody
befo r eJ a nd afte r n e u r a minida s e tr e atm e nt . Cir cle s
a nd triangle s ind ic ate feta1 l iv e r s olub le a nd
adult l iv e r, respec tiv ely.
On both (A) a nd (B)･ ope n, a nd clo s ed syHtbols チr e
fo r r e si du al a ctivity befo r e a nd after n e u r am l ni da s e
trea七m e n七′ r e spe ct 土v ely .
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欝 3 牽 ア ミ ノ ピ Y} ン ′ 投 尊 さこ 』こ 一 迅 ラ -
源平 T - 仁言 T P の 鏡 導 織 構
【実験方法】
1. 動物および投与法
spr agu e-Da Nley 系雄性ラ ッ ト (体重120-160g) を用 い た｡ 動物は無作為に 4群
に 分け, 第1群は c ontrol 群と して5 %アラ ビ ア ゴム を 100g体重あたり 0.5ml
投与したo 第2群はア ミノ ピリ ン (A M) を 600mg/kg l日1 回20日間連続投与 し
た｡ 第3群と第4群は各々 , アミノ ア ンチ ビ 7) ン (A A) とアセ トア ミ ドア ン チ ビ
7] ン (A C) をA M600mg/kg当最 すな わち, 525と 635mg/kg を同株に連続投与
したo なお, す べ て の薬物はき%アラ ビ ア ゴ ム に 懸親し, 経口投与した｡
最終投与2蛸 間後にチ ラ ッ
'
†を犠殺し1･15 %KCl で藩流して肝臓の血液を除去
した後, 直ちに肝臓 と腎臓を摘出し, 1.15 %ECl で ホモ ジネ - トとして 実験に供し
た｡ 血清は犠毅前に 限度採血に より集軌 10分間遠心 して血清を得た｡
2. T - G T P活性の珊定
T ･- G T P活性は l-1-1に 記した方法に より測定した｡
3. 血中G O T, G P Tの 測定
G O T, G P Tはヤ ト ロ ン社 (棄京) 製の キ ッ トを用い て 潮定 した｡
4. 柄理組織学的検索
肝組織を10 %フ ォ ル マ 7) ン 固定後, パ ラ フ ィ ン包理 し, 常法に よりH 一 耳染色を
行 っ た｡
2 2
1 - 3 - 且 肝, 腎T - G T P活性に及ぼす影響
監実験結果】
アミ ノ ピリ ン (A M) は生休内におい て肝ミ ク ロ ゾ ー ム の薬物代謝酵素系に より
代謝され, アミ ノ ア ンチ ピリ ン (A A) となり, さ らに 了セ テ ル化を受けア セ †ア
ミ ドア ンチ ピ リ ン (A C) まで代謝されるこ とが知られて い る｡ そ こで , A Mと そ
の代謝物で あるA Aならびに A Cの 連続投与によ るT - GT P活性の変動を検討し
た｡ Table ト4 に示す様に A M投与群で は肝臓にお い て著明なr - G T Pの誘導が
み られ control 群の 約13.1倍に達した ｡ また,･ A A投与群で古ま約2倍の 活性増加が
Tab le i- 4 Effe ct of pr etr e atm e nt of r ats with A MP A A
or A C fo r 2 0 days o n y - Gy p a ctivitie s in t he whole
ho m oge na te s of l iv e r a nd k i dn ey .
Liv e ry - G ℡P a ct ivi ty R idn e
m u mi t/mg
A
2 . 6 2土0 . 3 1a
24 . 9 0±5 . ヰo
b
Tr ea trne nt
Co ntr ol A
u nit/g (u ni t/whole
ー G でP a ct まⅤまt
mg
_主 虹
0. 4 8 6土0 . 05 5 3. 37士0 . 3 8 4. 1 4士0 . 1 7
3 . 7 3 0 土0. 9 2 0
C
4 4. 2 0土8 . 0 7
b
4 . 2 4士0 . 4 1
o . 6 9 8士0 . 1 0 7 6. 8土1 . 2 2
d
4 . 3 如 0. 2 3
o . 5 19土0 . 0 3 0 3. 98士0 .3 3 4 . 3b±o . 1 7
g (u ni t/
蜘
50 9±2 8 8 フ3±4 0
4 6 8±2 5 1 0 0 9±6 8
5 0 4_＋1 7 9 8 3±6 0
48 1±2 5 9 17±38
8
A M 8
A A I O 4. 5 7士0 . 8 4
AC 7 3. 6 4*0 . 3 1
d
a
払ean 士 S .E:.
b
p< . o o lv s. c o ntr ol .
c
p< . o l v s . c o ntr ol .
a
p< . o 5 v s. c ont rol .
み られ, A C投与群で は活性の上昇は最も小さか っ た｡ これ らの 知見より, A M投
与に よる肝r - G T Pの誘導は, A M自身あるいもも 少くともA A に変換され る前
の 代謝物によ る誘導効果に起因するもの と考えられ る｡ 一 方, 腎 T - G T P に関 し
て古も いずれの 投与群でも有意な活性の変動はみられなか っ た｡
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且 - 3 - 2 血清G O T, G P Tおよび T - G T P活性に対する影響と
病理組織学的知見
【実験結果】
AMおよびそ の代謝物を20日間連続投与する こ とにより, 血清G O Tおよび G P
′
r
はい ずれの投与群でも増加辻藷め られず, 逆に減歩した｡ 一 方, 血清T - G T P活
性はA M投与群にお い て著明な上昇がみ られた (Table 1-5)･｡ 肝ミク ロ ゾ ー ム 酵素
を誘導する ことが知られて い る フ ェ ニ トイ ン 5
1)
,
エ タノ ー ル 5 2)を連続投与 した場
合も血清γ∴ G T P活性の上昇が朝告されて い る｡ 従 っ て , 葦物投与に より肝 γ -
G T P活性が上昇する際に , 血清T - G T P活性の 上昇を伴うこ とから, 血清T -
G T P は肝ミク ロ ゾ ー ム 酵素の誘導時の壊れ た指標にな ると考えられて い る 5 3)｡
Tab le i - 5 Ef fe ct of pr etr e atm e nt of r ats With A M, A A
o r A C for 2 0 days o n s e r u my - G y pa nd G P Ta nd GOT
a ctivities .
Tr e atm e nt y
- GT P GP T GOT
(muni t/ml) (Ra rme n u nit ml)
co ntr o1 8 1. 29 ± 0 . 16
a
A 氾 8 4. 0 9 ± 0 . 6 9
b
A A I O 2. 6 8 ± 0. 4 1
C
ÅC 7 1. 6 4 ± 0 . 0 5
2 8. 9 ± 1 . 5
2 4.4 ± 1 .3
C
2 4. 5 * 1 . 8
2 2. 3 ± 1 . 9
C
1 2 2. 0､± 6. 9
8 9. 5 ± 7 . 1
b
9 1. 1 ± 5 . 3
b
8 5. 1 ± 5. 9
b
a
b
C
Me a n ± S . E .
Pく . 0 1 v s. c o ntr ol.
Pく . 0 5 v s. c o ntr ol .
また, A M20日間投与後の ラ ッ ト肝臓の H - E染色によ る病理組織学的捜索で は,
特に異常は諌められなか っ た｡
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且 - 3 - 3 肝 ト G T P の細胞内分布
監実験結果】
ÅM による肝 γ - G T P活性の著増に関して , 細胞分画法による各細胞下両分と
シ ョ 糖密度勾配法によ る柵胞膜標品に つ い て各々 T - G T P活性を比較検討した
(Table ト6)｡ その 結鼠 細胞膜に局在する T - G T PがÅM投与により著明に誘導
されるこ とが明らかとな っ た｡
Tab le i - 6 Sub= e1 1ula r d istribut io n of hepatic y - G y p
a ctivity afte r r epe ated administr atio n of A M to r ats
fo r 7 c o n s e c u-tiv e days .
Subcel lular y - G y pa ct ivi ty(mU/mg pr otein)
fr act io n
Co ntr o Aha- tr e ated
Fol d
Ho mogen ate
M it o chondria
Mic r os om es
Cyto s oI
Pla sm a membr an e
1. 6 1 土 0. 2 0
a
0. 6 8 士 0. 0 3
1. 1 5 土 0. 0 3
0 .7 4 土 0. 0 5
4 .9 4 土 1. 2 6
3. 7 9 ± 0 . 4 8
1. 2 0 i 0. 0 5
C
4. 9 2 ± 0. 8 5
b
o. 9 6 ± 0 .0 1
b
2. 4
1. 8
2;3
1. 3
9 6.8 5 i 2 4. 5 9
b
1 9. 6
En 2:ym e a ctivity w a s a 8 B ayed 2 4 hr af te r t he la 畠t adminis tr atio n of A M.
a
M e a n±S ･E･･v alu e sin pa rent he B e 8 r epr e s e nt t he numbe r of a nimals
u sed.
b
p <o ･ o 5 vs con tr ol;
C
p<o. o ol v s c o ntr ol .
2 5
欝 盈 牽 ラ ッ 恥 肝 ダ ) レ タ ず 一 身 ニ/ 柁 翻 さこ
お 8才 る 関 連 函寧 素 系 の 盤 理 的 殴 苔吋
【実験方法】
1. 動物と投与方法
spr agu e-Dat41ey 系堆性ラ ッ ト (105-170g) を用い , 約1週間の予備飼育手数 動
物は無作為に2群に 分けた ｡ 第1群は contr ol 群とし, 他の 1群は アミ ノ ピリ ン
(A M) (600rng/kg) 投与群とした ｡ A Mは5 %ア ラ ビ ア ゴム 蒋液に懸濁し, 1日
1回経口投与した後, 最藤投与24時間目に犠殺 した｡ 犠殺時間は肝 G S Hの日 内変
動の 影響を避けるた 如こ午前9暗から10時の 間に 行 っ た｡ 血液はエ ー テ ル麻酔下,
眼底採血 により得た｡ 肝嘱は藩流溶血後, 直ちに冷1.15 %KCl にて20 %ホ モ ジネ
- トと し, 蘇 - ゼ を通して渡適 した後, 一 部は ト GT P活性, シ ス テ イ ン養およ
び G SH とG S S G豊潤定に用い た｡ 細胞下分画iま下記の 通り行 っ た｡
Ho m oge n ate
700xg 101min
ppt.
(Nu clei fr.)
Sup.
9,000xg 20nlin
ppt.
(Mi to cho ndria fr.)
Sup.
1 05,000xg 6 0min
(Mic r o冒.p忘占fr.) (Cy
s
t.
u
s
p占. fr .)
各分画の T - G T P活性を珊定する と共に , G S H- P x 活性および T _ ダ ル ク
ミ ル シ ス テイ ン合成酵素活性は cytos ol 分画に つ い て 潮定 した｡
2 6
2. G S H, G S S G馨の 測定
肝グル タチ オ ン馨の定受払 E11m an により開発され たD T N B(5,5 -dithio-
bis -(2- nitrobe nz oic a cid) 法5 4)がよく知られて い る｡ 本法は no n- pr otein SH
を定聾する方法で あり, 肝臓におい て は n on- pr otein S H馨を肝G S H登とて 表
示する場合が ある ｡ しか し, 肝臓にお ける グル タチ オ ンは, 実際に はG SHの飽
G S S Gとして も存在する｡ 従 っ てi G S Hとds s Gを特異的に しかも同時に珊
定で きる方法が要求され, そ れに応じて開発されたの が flis sin と 封ilf に よ る蛍
光法5 5)で ある｡ そ こで , 本実験で 辻 Eissin と Hilf の 方法に準じて下記の様に
行 っ た｡ 20 %ホ モ ジネ - ト4ml に可及的速やかに冷 0.1M T) ン酸 - 5mM E D T A
(pH8.0) と 25 %メタ 7) ン酸 (3.75:1) 混合液如1を加え , 105,000Ⅹg30分速心
級, その 上滑画分の G S H, G S S G貴を価々 に筆先光度計により翻定した｡
20% ‖o m oge n ate 4 ml
↓
↓
Sup
(些旦_旦呈互生且)
0.1 ml Sup
O.9 nl BLJffe r
いix
O.l ml of mixtu r e
1. 8 ml Buffe r
O.1 ml OPTs o一
↓Sta nd fo r1 5minat r o o mte mp
420n m(Emis sio n)
350nmiEx citatio n)
4 ml of 0.i M Pho sphate - 5 mM EDTA(pH8.0)
- 25% ‖PO
3 (3･75:1)
105,00 0xg 30min
(6ssGa S S a
0. 1 ml Sul⊃
0.0 4ml 0.04 M NEM
iI:…＼ubr喜三言言oe忘p20- 30
↓o･86 ml of O･1 Ma
0.l ml of mixtu r e
1.8 ml 0.1 N- NaOH
0.1 ml OP Ts o一
iSta nd fo r1 5minat r o oI¶te m D
min
OH
Buffe r; 0.1 ” Na- pho sphate- 5 mM
420n m(Emis sio n)
350n m(Ex ci tatio n)
EDTA(pH 8.0)
OPTs ol ; 10mg o- Ph thalal dehyde/10ml in MeOH
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3. シ ス テ イ ン量の珊定
ホ号 ジネ - トに4倍量の冷5 %HC10. を加え, 2,800Ⅹg60分速心後, 得られた上
清申 の` シス テイ ン董を Gaito nde の 方法5 b) に準じて ニ ン ヒ ド7)ン試薬を用いて 珊
定した｡
4. T - GT P活性の 潮定
ト1-1 に記 した方法により測定した｡
5. r - ダ ルク ミ ル シ ス テイ ン合成酵素活性の 謝定
Griffith らの 方法5 7〉た従い , 下記の 様に 行 っ た ｡ 反応液 (1ml) は 0.1M
Tris -RCl buffer (pfI8.2), 5mM A T P-Na, 20mM 凹gCl之, 10m M L- s oditlm
gluta m ate,
J
IOmM L - α - a ninobutyr ate, 2mM E D T A, 0.02mg B S A, cylo s ol
とし, 反応開始はA T P添加に より行い , 37℃15分イ ンキ 且 べ - 卜した｡ 冷 10%
T C Alml添加して反応を停止し, 遠心 して得られた上滑中の無機リ ン酸景を
Fiske と SubbaRo 帥-の方法5 8)に より潮定した｡
6. G S H- P x 活性の 潮定
Paglia とVale ntine の 方法5 9)を若干 改良して ” )測定した｡ 反応液組成 (1ml)
と して は, 0･1M Tris -HCl buffer (pB7.2), 1mM G S H, 0.2mM N A D P H,
2I U GS S Gr eductase, cyto sol を含み , これに 基質として 0.25mM 打202 あ
るい は 1･2mM Cu m e n ehydr opero xide (C H P) を添加した｡ 活性は分子吸光係
数 6･22×103m oI- Icm - 1 を用い て 1分間あたりに酸化され るN阜D PH のn m ole
数で表示 した｡
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且 一 塊 - 且 肝臓およぴ血発中グ)i,タチオ ン登の変動
監実験結果】
A M連続投与に よる経口的な変動として は, 15日間連続投与により肝G S H量は
有意に増加したが (Table ト7), G SS G養およびG S S G/G S H比には有意な
変動はみ られ なか っ た｡
Tab le 1- 7 E f fe ct of r epe ated administr atio n of a min op yrin e
o n hepatic r edu c ed a nd oxid i2: ed glutath ion e le v els a nd
glutath io n e r edo x ra tio in r ats .
A dministr atio n e riod ( da s )
二te m
1 5
Contr ol(1 0) A M(8) Co ntr o1(5) AM(4)
G SH
n rrole/rrg■prot
urrDle/g l iver
G S S G
r m le/” pr ot
umつIe/g liv er
【G S S G】/【G S 甘】
mola r r atio
3 7. 4±2 . 3
5. 2±0 . 2
2 . 4 9±0 . 1 4
0 . 3 6±0 . 0 2
3 4. 4土1. 5
5 .
■
3±0. 3
2. 1 4 ±0. 1 5
0. 3 3±0. 0 2
3 2. 8±2 . 1
5 . 2±0 . 2
i. 7 8±0 .0 7
0. 2 8±0 . 0 1
3 9.5±1. 0
6 .2土0 . 3
I
☆
1. 9 6±0. 0 3
0. 3 1±0 .0 1
0 . 070±0 . 0 02 0 .0 6 2土0. 0 0 3 0. 0 5 5±0 . 0 0 3 0 .0 5 1±0 . 0 0 3
A l lv alu e sind ic ate m e a n ±s . E. Numbe rs in pa r e nt he sis a r ethe n umbe r s
o f a nim als u s ed. * p<O iO l v s c o ntr ol
また, 肝G S H貴の 増加が縫められたA M15日間連続投与時におい て , G S H合
成の練達酵素で ある … γ - ダ ル ク ミ ル シス テイ ン合成酵素活性に有意な変動はみ ら
れなか っ た (Table ト8)｡
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Tab le ト 8 Ef fe ct of r epe ated administr atio n of a min op yrin e
fo r 1 5 days o nhepa七ic conte nts of glutath io n e a nd 七he
a ctivity of y - gluta myl cystein e syntheta s e･
co ntr ol(7) ÅM(1 0)
G SⅠ1
r m )1e/nv pr ot
l∬旧1e/g l iv er
G S S G
r mle/rTg Pr Ot
um ole/g liv e r
2 5. 1 _＋ 1. 9
4 . 1±n. 2
i. 9 6fO. 1 4
0 . 3 2±0. 0 2
y
- Glu - Cys syn the ta s e
n m )1e/血 n/rTg pr Ot 24 . 7±i. 6
リrrOle/tniJl/g liv e r 2 . 0 3±0 . 12
3 3. 8±1 . 0 0. 0 ユ
5 . 3±0 . 2 0 . 01
2 . 04＋_ 0 . 0 5
0 . 3 2±0 . 01
2 6. 4± 3. 1
2 . 4 9±0 . 2 4
∩ . S .
∩ . S .
∩ . S .
” . S .
Re s ults a r e m e a n s±s . E . n . s . : n ot s igni fic a nt
Fo r de tai ls ( s e e the leger)a to Tab le = ･
一 方, 血発申の G S S G喜ば, AM投与により顕著に増加した (Table ト9)｡
Tab le i - 9 Pla s m ale v els of r edu c ed a nd o xi d iz ed
gltltath io n e afte r r epe ated administr atio n of
a m土n op yr土n e fo r 15 days .
Co ntrol(5) Åmln op yr土n e(5)
G S E
n m ole/ml
G S S G
n m ole/ml
0 . 2 8±0. 01
4 . 1±0. 7
0 . 28±0 . 0 1
★
16 . 9±2. 8
Al l v alu e s
.
a r e m e a ns!s ･ E ･ Numbe r s in pa r e nt he sis
a re
､t he n u 一也 e r s o f a nim als use d.
* p <0 ･ OI v s co ntr ol For de tai ls
l
S e e t he lege nd to
Tab le 工 .
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且 - 過 - 2 T - G T P活性の 変動とシ ス テ イ ン登との相関性
監実験結果】
Fig. 1-11はÅM投与によ る各細胞下両分の T - G T P活性の変動を示した｡ ホ
モ ジネ - トに おける T - G T P活性はAM の 投与甘数に比例して増加した｡ さらに ,
そ の活性変動パ タ ー ン は検分蘭 のそ れに よく反映したが, ミ トコ ン ド 7)ア分i軌 ミ
ク ロ ゾ ー ム 分画, cyto s ol 分画で は, はとんど有意な活性変動はみ られなか っ た｡
8 0 0
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○
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⊂
O
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L4 < 4 00
0
dP
2 00
TIom ogen &te Nuclei 払i to cho ndriA
⊂コ co ntr o1
雄 1 day
甑 sdays
% 1 S d&ys
M icr o与Om ei
[盛
Po 8t- hic r
_9
S Om 11
さu P r n &t&n t
Fig . 1 - l l Hepatic s ubc el lula r d istributio n of y - gluta myl
tr a n spepti da s e a ct ivitie s in r ats
-
afte r administr atio n of
a min op yrin e fo r 1, 5 a nd 1 5 days .
y - G y pa ctivity w a s m e a s u r ed 2 4 hr after amin op yrin e
administr atio n fo r i, 5 a nd 1 5 days . The a ctivity of the
c o ntr ol in e a ch fra ction is a sfol lo w s, m e a n± S . E .
(mu/mg pr ot): 2｡ 0 4±0･ 1 0(n
= 1 0) in ho m oge n ate sy 2･ 8 2土0 ｡ 23
(n= :1 0) 1 n n u clei , i. 9 1±0｡13 (n = 1 0) in mito cho ndria ,
2｡ 9 4±0｡ 2 1(n - 1 0) 土n m土c r o s om es ′ 0. 7 8±0｡ 0 4(n = 4) 土n po sモ ー
mic r os om al supe r n ata nt ･ The half ba r s a r e1 S･ E ･
*p<0･ 05
v s c o ntr ol
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また , A M投与時にみ られ る肝T - G T P活性の 上昇と肝 シス テイ ン登の増加と
の間に は高い 相関性 (γ -0.8854) が認められた (Fig. ト12)｡
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Y I G TP a ctivity (mu/mg pr ot)
Fig｡ 1 - 1 2 Relatio n sh ip betw e e nhepat ic y - G T Pa ctivitie s
a nd cys七e土n e c o nte nts afte r r epe ated adm土n土str ation o王
amin op yrin e to r ats .
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且 - 過 - 3 G SH
- Px 活性に及ぼすA M投与の 影響
【実験結果ヨ
Table ト10に示す様に , 120苫 を基質とした場合に は単固投与の場合を除い て は
とんど活性の 変動はみ られなか っ た｡ それに対して , C H Pを基質としたG S H-
px 活性 は著明な増加を示した｡
Tab le レ 1 0 Effe ct of r epe ated administr atio n of a minopyrin e
o n hepatic glutath io n epe r o xida s e a ctivitie s in rats ｡
Admln土str at土o n e riod ( d
l
a s )
1 5 1 5
Substr ate Co nt(1 0) A出(1 0) Co nt(1 0) A M(1 0) Co nt(7) A n(1 0)
リm Ole m ュn g
Ch m e
hydr op≡r o x土de
(1 . 2mM)
Rydr oge n
芦 r O Xi de
(0 . 2 5rnM)
1 6. 8 2 1. 3★ 2 1. 1
±0 . 9 ±0 . 9 ±0 . 9
7. 7 1 1. 8★ 1 0. 3
±0. 8 ±1. 2 ±0. 8
2 9. 6☆ 1 8. 6 2 7. Z★ ★
±0. 8 ±0 . 8 ±1. 1
10 . 9 8. 3 6. 6
土0. 5 ±0. 9 ±O
r
. 6
Re s ults a r e m e a n s±S . E . ★ p<0. 01, … p<0 ･ 0 0 1v s c o ntr ol
Fo r detai ls , s e e the lege nd to Tab le I ･
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第 5 牽 考 察
T - G T Pの精製に関して は比活性の最も高い腎臓を用い た方法が多く報告され
て い るが, 肝臓からの 精勤こつ い て は Ding ら
b Z) の 報告が あるのみ で ある ｡ 今l乳
用い た著者の方法は Ding らの 方法に比較して より簡易で, しかも得られた精製標
晶の 比活性や収率の点で も壊れて い る｡ 肝酵素の don o r stlbstrate に対する
宜in etic s の 解析の結果, Em 倍および 鑑i 倦は腎酵素の それ と同じで あ っ た｡ ま た,
免疫化学的検討に おい て も, 肝酵素と腎酵素は完全に融合した｡ しか し, 抗体阻害
実験におい て肝酵素の方が若干阻害されに くか っ た｡ こ の ことは γ - G T P の糖鎖
を修飾 して い るシ ァ ル酸の含董の苦によ ると考えられ, 事実ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
後の肝酵素で は抗体阻害活性は腎酵素の それに ほ ぼ近づ い た ｡ これ らの知見か ら肝
ト G T Pと腎†∴ G T Pの相違点辻葦白部分の 一 次構造より は, む しろ修飾部位の
シァ ル酸含量の量的な景に起因することが推定され る｡
r - G T Pは大部分が膜鍍金性で あるが, 可溶性の 形で存在する場合もあり, 例
えば胎仔肝で はその 上清申に含まれる酵素活性は肝臓申T - G T Pの 絵活性の約16 %
にも達した ｡ 免疫学的検討から胎仔肝可塔性酵素は成熟肝酵素より, さ らに シ ァ ル
酸を多く含む分子種で ある と考えられる ｡ Kottgen らも3'はラ ッ トの発達過程に お
い て肝 T - G T Pの分子形態として 2種類あり, シァ ル 酸に富んだ胎仔型とシァ ル
酸董の少ない成熟型とに分類され る として い る｡ こ の様な シァ ル 酸含豊の 貴に基づ
く T - G T Pの 分子多様性払 腎T I G T P自体に関して も認められ, Matsuda ら ” ,
は γ - G T Pの beter oge n eity はシ ァ ル 酸含量の 違い に起因する ことを報告して い
る ｡
T - G T Pの 同産靭に おける活性の変動パ タ ー ンは, 成熟動物 へ の 発達に伴 っ て
極めて興味ある知見を示 した｡ 成熟動物で は腎臓の 酵素活性は肝臓の約1000倍高い
が, 胎仔の 場合はむ しろ肝臓の 方が高か っ た○ ま た, 胎仔肝の 膜縫合性と可特性な
らびに胎盤r - G T Pは, すべ て成熟ラ ッ ト腎酵素と交善したことか ら, これ らの
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T - G T P放免疫学的に共通の抗原決定基を有 して い るものと考え られる ｡
Tateishiら7 〉披肝G S H に披シ ス テイ ン の 一 時的貯蔵型として の役割がある
とを示唆して い る ｡ ま た, 胎生末期の胎仔肝で は主と して蛋白合成の ためのメ チオ
ニ ンの 消費が増加するため, メ チオ ニ ンからシ ス タ チオ ニ ン経絡を弁して の シ ス テ
イ ン へ の転換が城少する｡ 従 っ て , 蜘建直前にみ られる胎仔肝T - GT P活性の 特
異的な上昇払 胎坪の シ ス テイ ン要求性の増加に対応して G S H の分解が促進した
もの と理解されて い る 8)｡ Fig. ト8 より, 妊娠初期で は胎仔肝が未成熟の た軌
胎仔 へ の シ ス テイ ン供給 披主として 胎盤 T - G T P による G S H の分解に依存し,
妊娠末期に なる に つ れて G S Hか らの シス テイ ン供給は胎仔肝r - G T P自身によ
り行なわれ るものと推翻され る｡
一 方, 成熟ラ ッ トに ア ミノ ピ 7) ン (AM) を連続投与した場合, 肝T - G T P で
は著明な誘導がみ られたが, 腎 γ - G T P活性はばとんど変動しなか っ た｡
腎 T - G T Pは 一 般に誘導されにくく, エ ポ キ シ樹脂の 一 種である Epidian 5に
よる誘導の報告があるの みで ある も5) ｡ ÅM投与により肝T - G T P活性が著増し
た際に, 血液生化学的および組織学的所見におい て何ら肝臓の障害は緩められなか
っ たこと は, A M によ る肝 T - G T Pの誘導は肝障害 ”) あるい は肝簿も7〉に伴 っ て
み られる活性上昇とは異質の もの で あると考えられる｡
また, Å M投与に よる肝T - G T P活性の 激増はシ 訂 精密度勾配法による細胞分
画の 実験結果より細胞膜に存在する r - G T P の誘導に起因することが明らかとな
っ た｡ 最近, T - G T Pは細胞膜表面に存在しふ8), そ の活性部位は細胞外脚に面
して い る 1)との 報告が ある ｡
A M投与時にお ける細胞内GS Hstatus.の変動で は, G S H豊は有意に増加 し
たが, G S S G喜は変化がみ られなか っ た｡ しかし, 血濃申G S S G量は著明に増
加し, 肝G S H- Px 活性は有意に上昇するの が詠められた｡ Sies ら = ' 7 0) によれ
ば, 海流肝におい て G S H- Px 反応の 促進に伴い 海流液中へ の 明らかなG S S G
の放出がみ られる ことから, G S S Gの 放出速度はG S H- Px の 反応速度に依存
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する こ とを示唆して い る｡ さ らに濃琉肝を用い た実験に おい て A M添加に よりG SH
および G S S Gの細胞外 へ の放由が増加するこ とが報告されて い る 71' 7 Z )｡ 従 っ て ,
Table 1-9 にみ られる A M による血濃申G S S G の増加は GSH- ･ Px 活性の冗進
に起因するもの と考えられ る｡ こ の様なA M投与に よる G S H- Px の 促進に より
細胞内G S H宴の 減少が考えられるが, 予憩に反して細胞内G S H董は逆に 増加し
た ｡ こ の原因として 2 つ の 可能性が考え られ る｡ そ の 1 つ はグル タ チオ ン還元酵素
活性の A Mによ る促進で ある ｡ しかし, 細胞内G S S G登に は何ら変化がみ られな
い こ とから, こ の 可能性は少な い と考えられ る｡ 他の 可能性と して はγ - G T Pの
関与で ある｡ Jo n e sら7 3 )は†- G T Pの生体内基質はG S H ではなくG S S G で
あり, G S S G代謝の最初の 段階娃T - G T P により触媒され ると報告して い る ｡
従 っ て, A M投与により増加した細胞外G S S Gは細 糊莫に局在する T - G T P に
より分解され,■ シ ス テイ ン とな っ て細胞内に取り込まれる ものと推定され る｡ こ の
様なT - GT Pの 機能は, h hn ら1'が提唱 して い る様に T - GT P の生球機能は細
胞外G S S Gの r e cla mation で あるとい う仮説を支持するもの で あ る｡ T - G T P
次い で ジ ペ プチ ダ ー ゼ に より生成したシ ス テ イ ン は G S Hの再合成に利用され る ｡
G SHの 合成におい て , そ の 材料で ある3種の アミ ノ酸の 申で シス テ イ ン の 肝内壌
度は他の 2種に比較 して 1桁低く10
- 4M 程度で あり, しか もG S H合成酵素系の シ
子ティ ンに対するみ か けの Kn 健は 2.5×10
- 3M とされて い る7 4'｡ 従 っ て , 成熟
動物で は シス テイ ンの 肝内濃度がG S =合成反応 の 律遠因子と考えられ る ｡
J2a 上の藷知見を絵合駒に考察すると, 成熟ラ ッ ト肝にお ける G S H代謝に は
Fig･ ト13の様な制御機構の 存在が推定され る｡
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解 2 締 ラ ッ 恥 , T 才
一 申 _ ス , 聴 JF乱ノ 母 ッ 酔
お よ ぴ J ､ ふ ス タ ー さこ 凌ぎ 8才 る
肝 グ ) ひ タ チ 舟 ユ ′ 柁 謝 の 礎 糞 と
関 連 酵 素 系
ア セ トアミ
.
J フ ェ ンやプ ロ ム ベ ンゼ ンの様な種々 の 化合物 は肝 掛こおい て 清牲代
謝物に生捧内変換され そ れが蛋白に共有結合して肝壊死の原因とな るこ とが知ら
れて い る7引 ｡ これに対して生捧は羊れら活性代謝物と G S巧阜の反応に より抱合
体を生成して排推する防御機藤を備えて い る ｡ 異物とG S Hとの抱合体の 生成 は非
酵素的に あるい はグ)i,タチオ ン S - トラ ンス フ エ ラ ー ゼ (G S T) を介して行なわ
れる｡
一 方, ア セ け
r
ミノ ブ よ ンにより惹起される肝毒性に は著明な種差がみ られ る｡
すなわち, ハ ム ス タ ー や マ ウス は起こり易い 動物種で あるが, ラ ッ トや や ル モ ッ ト
は比較的抵抗性が高らいb'｡ Aikawa らはアセ トアミノ フ ェ ン の共有結合と脂質過
酸化との間に高い相関性がみ られる ことを報告した7 7' ｡ 事実, 脂質過酸化は細胞
障害の 指標の 一 つ と考えられて い る 7 8'｡ また, G S Hは騰輩過酸化反応を強力に
阻害することが知られて い る7 9) ｡ さらに, 肝ミク ロ ゾ ー ム にお ける脂輩過酸化反
応には著明な種差がみ られ ることが報告されて い る 8 0) ｡ これ らの こ とより,
肝G S H量結果物の毒性発現機構に おいて 重要な防御因子と考えられ るが , これま
で G S H代謝の種蒙に関する報告はほとん どみ あたらない ｡
生体内肝G SH代謝系は弟1縮で述べ た様に関連酵素系に より強く影響を受けて
い る
｡ さらに, 絶食により肝G S H登が著しく減少する ことも知られて い る 1 3, 1 5 '｡
そこ で, 本 掛こおいて はラ ッ ト, マ ウス , ハ ム ス タ ー およびモ ル モ ッ トに つ い て
肝G SHとG S S G董ならびに種々 の関連酵素活性を検討した｡ さ らに, G S H代
謝系に及ぼす絶食の 影響も換静した. ま た, 脂輩過酸化反応の種差と G S H代謝系
との相関性の有無に つ い て究明した｡
38
(使用動物)
spTague -Da wley 系雄性 ラ ッ ト (体重約 200g), I C R系雄性 マ ウ ス
(体重約30g), Ha rtley 系雄性%) レを ッ ト (体重約350g), Golde n系礎性ハ ム
スタ ー (体重約100g) を用いた｡ 各動物はすペ て使用前, 1週間予備飼育した｡
また, 動物も胡干グ ル タチ オ ン登の 日内変動を避ける為に , 午前9時から10時の間に
犠殺した｡
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輿 且 牽 肝 仁妄 S 若環 濠 の 種 発 と 仁言 S H 歯 成
お よ び 鎗 解 酵 素 構 性 と の 関 連 性
【実験方法】
1. 肝G S HとG S S G董の測定
肝G SHおよびG S S G董の珊定は第1編第4章と同様に行 っ た｡
2. T - ダ ル クミ)i/ シ ス テイ ン合成酵素活性の測定
弟1縮第4章に述べ た方法に準じて行 っ た｡
3. T - GTP活性の測定
肝ホ モ ジネ - ト申の r - G T P活性を測定す る場合, そ の活性が低く しかもバ ッ
ク グラ ン ドが高い た め, 時に は正確な構が得られない ことがある ｡ そ こで 著者 は下
記の 様な変法を用い る こ とにより正確な tran speptidatio n 活性を求める ことが可能
である こ とを見由した｡
Sqbstr ate buffer A ;50mM Tris -HCl, 5mM T - gluta myl p- nitr oa nilide,
20mM Glycylglycin e, 10mM MgC12, 7.5 %N 柑KOL NP-15(pB8.0) ｡
Stlbstrate buffe r B ;50nM Tris -HCl, 20mM Glycylglycine, 10mM MgCIz,
7.5 %NIKXOL NP-15(p哨 .0)｡
反応停止発色試薬 ;4.76mM p- dim ethylamino cin n amaldehyde in
50% etha nol .･0.36N HCl- 2 ; 1の混合液
BufferAおよびB 格 1ml) にサ ンプ ル(ホ モ ジネ - = ).02ml) を添加して 反応を
開始し, 37oc30分イ ン キ エ ペ - トする｡ 反応停止は反応停止発色拭葦3ml を加えて
撹拝後, 室温で10分か ら1時間以内に 565nm の 吸光度を謝定する｡ Buffe rA とB の
吸光度の 差を Pe agent Bla nk で補正 して tra n speptidation 活性とする ｡ この 方法
に お ける sta nda rd と して 軌 p- nitr oa nili屯e(6.OmM in lN-nCl) を用い る｡ 本
4 0
経で は, イ ンキ 且 べ - シ.
諺 ン時間として40分まで , 茸白登として 1.Omg/ 反応液ま
で は直線性が組められた ｡ 酵素清隆1tmitは1分間あたり, 1p m ol の p-
nitT O aniline の 生成登を示して い る｡
【実験結果】
Table 2-1 に示す様に, 48時間絶食に より各動物におい て林重および肝重量の著
明な減少が藩められた｡ しか し, ハ ム ス タ ー で は体重の減少は最も小さく有意な変
勤はみ られなか っ た｡ また, 肝G S H費で は著しい 種費がみ られ, マ ウス , ラ ッ ト
ハ ム ス タ ー , モ ル を ッ トの 頓に城少した｡ セ ル モ ッ トの G SH登はマ ウス の約50 %
で あ っ た ｡ ま た, G SS G登で は著明な種きはみ られ寧か っ た｡ さらに, 48時間給
食するこ とに よる G S H, G S S G登 へ の影響として は, ラ ッ ト マ ウス , モ ル モ
ッ トにお い て30-50%の 減少が藷められたが, ハ ム ス タ ー で 杖同条件下で肝G S H
登は減少せず, むしろ増加の傾向を示した｡
G SHの合成と分解に関与する律速酵素活性を検討 した結果, T - グ)i,タミ)I/ シ
ス テイ ン合成酵素活性 はい ずれの 動物種において も, ほとんど有意な差はみ られな
か っ た｡ ま た, 48時間絶食の影響もモ ル を ッ トにおいて減少した以外は著明な変動
は謎められなか っ た｡ 一 方, T - G T P活性はラ ッ ト, マ ウ ス , ハ ム スタ ー で はほ
ぼ同じ活性を示したが, 絶食により マ ウス のみ著明に減少した｡ また, モ ル 尊 ッ ト
は他の動物種に比較して 2桁高い 活性を示し, 絶食条件下で83:, さらに著明に活性
は増加した｡
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F d
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ー 坤 仁言 S 丑環 濠 の
櫨 費
【実験方法】
脚十はラ ッ ト以外の他の動物櫨の 鴇色は, 直接阻濃か ら採取した｡ ラ ッ トの場合
は胆管に PE-10の チ 温 - プをカ ニ 且 レ - シ 諺 ン し, 初めの15分間は捨て , その後
約20分採集した｡ 血液 (1.5
- 2.Oml) 放下大勤取より採取し, 1,000ロ/ml へ パ 7)
ン 0.02ml を含む ミク ロ キャ ッ プ に入れ, 10,000Ⅹg 1.5 分速心して血丑を得た ｡
胆汁および血兜申の G S H馨娃 His sin と Hilf の方法
5 5〉を若干改良して下紀
の様に行 っ た｡
Bile (0.l- 0.2 ml)
↓Diluted in a ratio ofl ･･l with5% H3PO4
1 0,000xg 5 min
P一a s m a(0. 5 ml)
L
'
o･5 ml完fm琵琶JZ104
-
10
,
000xg 2 min
Ea ch s up(0.05ml)
息o･45 ml of 0.15 ” Tris
- HCl(pH8.2)-
5 mM EDTA
Diluted s a mple (0.l ml)
与l･8 ml of O5･エMMETD;ÅS
-HCl(pH8･0ト
io･. ”. of o - ph thalaldehyde
In c ubate at r o o mte mp fo r15min
!
420n m(Emis sion)
350n m(Ex ci tation)
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【実験結果3
48時間絶食によりラ ッ ト モ ル モ ッ トにおい て 腿汁申の G S H鷺は約60 %減少し
た｡ 一 方, 血発申の G S H量の 変動で はハ ム ス タ ー に おい て の み48時間給食に より
著明な低下がみ られた (Table 2-2)｡
Tab le 2 - 2 Ef fect of fa sting fo r 4 8 ho n the GSH
con cen七r a七土o n s土n pla s m aa nd b 土1e 土n sev er aユ a n土m al
spe cie s.
GSt王 Rat 触 se Guin e apig Ham ste r
B i le
(rpm) Fed
Fasted
Pla £ m
(IT朗) Fed
1.5 9 土0.2 5
0.6 4 土0.25
N. D. 0.021 ±0. 0 0 2
★ ★★
L N .D . 0 .0 09±0. 0 02
N. D.
N. D.
0. 04 3 ±0. 09 0. 02士0.01 0.0 3 8 ±0. 0 0 2 0. 2 5 ±0. 0 4
Pa sted 0. 030 ±0.0 01 0. 01 士0. 0 1 0.044 ±0. 006 0.O16±0.0 0 1
★
Al lv alu e s r epr e 監 nt m e a出S･ E･H frc mfou rto fiv e e x芦 rirre nts .
★ ★★
pく0･0 5, pく0.O lvs fed a niJnals . N. D. ,･ n ot dete rmir 氾d.
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解 3 牽 G S 丑甥観 ぜ虹 還 元 酵 素 構 随 凍ぎ よ ぴ
抱 歯 酵 素 構 性 の 聴 貴 さこ 及 8 慧rす
絶 食 の 覇蒙 響
【実験方接】
G S H- Px 活性は欝1編寮4章に述べ た方法に準じて珊定した｡ また, G S T
活性は Habig らの方法2 0)に 準じて 1- chlor o-2,4-dini七r obe nz e n e(C DNB) 杏
基紫として珊定した｡ グル タ チオ ン還元酵素 (G R) 活性は 触ss ey と 削11iams
の 方法8 1)に より珊定した｡
【実験結果】
各動物種にお ける G S T, G S H- Px および G R活性は Fig. 2-1 に示した｡
これ らい ずれ の酵素活性に も著明な種差が経められ た｡ G S T活性はを ル モ ッ トが
最も高く, 次い で ハ ム ス タ ー , マ ウ ス , ラ ッ トの慣で あ っ た｡ 絶食によ る活性の変
動 は, ラ ッ トにおいて 若手減少する以外もも ほとん ど著明な変動は藷められなか っ
た｡
CHPを基質とした場合 の G S Ⅰト Px 活性で は マ ウス , ハ ム ス タ ー はラ ッ トあ
る い はを ル モ ッ トの 約2倍の活性を示した ｡ しか しながら, H 20 2を基寮と した場
合に はラ ッ ト マ ウ ス , ハ ム ス 9'一 間で ほとん ど活性の善はなか っ た｡ また , モ ル
モ ッ トで はH202に対する活性は観め られなか っ た｡ さらに , 絶食によ る影響は マ
ウス にお い て著明な特性上昇を示したの に対し, モ ル や ッ トで は減少した｡
G R活性はハ ネス ク ー が最も高く, 次い でq5)i,を ッ ト ラ ッ ト マ ウ ス の噂で あ
っ た｡ ま た, 絶食に よる活性の変動として はマ ウ ス と ハ ム ス タ ー にお いて増加し,
ラ ッ トで は城少した｡
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鱒 趨 牽 園静 寮 過 観 ぜ虹添藍 応 の 磯 澄 爵ニ 汲 各慧ご す
絶 食 収⊃ 影 響
監実験方法】
1. 肝 S-9, ミク ロ ゾ ー ム の鋼製
肝臓を1.15 %KCl で港流溶血後, 冷1.15 %鑑Clを用いて , マ ウス で は10 %ホを
ジネ - トとし, そ の他の動物はすペ て20 %凍 を ジネ - トとした｡ ホ を ジネ - トはガ
ー ゼ で液過後, 9,000xg 20分速心し, その上滑を S-9 分画とした｡ S-9 分蘭はさ
らに105,000Ⅹg60分速心 して得られた沈渡をミク ロ ゾ ー ム とした｡
2. 脂輩過酸化反応
脂栄過酸化反応はN A D P H生成系に よる酵素的方落と as c o rbate 系に よる非
酵素的方法の両者に つ いて 挽射した｡ 反応液 (1ml) は0.1M 村a, K - pho sphate
(p耳7.4), 20pM Peso.および0.33mM N A DP H生成系から成り , S-9 ある い は
ミ ク ロ ゾ ー ム (いずれも約1.Omg 蛋白) を添加して 反応を開始し, 37七 30分イ ン
キ 浅 ペ - 卜した｡ なれ 0.33mM N A D P H生成系の組成は0.33mM N A D P,
8mM G- 6 - P, 0.1U G - 6 - P dehydrogen a s eおよび6mM 馳Cl2 と した｡ な
忠, 反応は冷 10 % ト7)ク ロ ル 酢酸を1ml 添加して停止した｡ 10分間遼心後,. そ の
上滑 (0.5ml) に0.67 %チオ パ ル ピ ッ - ル 酸 (T B A) 韓液を3ml 加え, 95℃10分
間煮沸した後 , 室温に戻し, T B Å反応生成物を 532nn に七謝定した｡ 針ヨ如こは
分子吸光係数1.56×1b5M - 1c m
- 1 を用い た
18 2'
｡ 井酵素的脂質過酸化反応の壌食 机
上記反応液中の N A D P H生成系を 0.5mM a s c o rbate に置きかえて同様に行 っ た｡
【実験結果】
Table 2-3 に示す様に , 脂質過酸化反応 は各動物種問およぴ S-9 とミク ロ ゾ ー ム
間で著明なちが い がみ られた｡ ま た, N A D P Hと 且s corbate 依存性脂質過酸化
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反応のい ずれも各動物聴聞で著しい 善がみ られた｡ S-9 で の脂質過酸化反応は酵素
l軌 罪酵素的ともに ハ ム スタ ー 以外の動物種で はほとんどみ られなか っ た｡ ハ ム ス
タ ー で は, ミク ロ ゾ ー ム で の糖質過酸化反応の約50 %で あ っ た｡ 48時間給食により
S-9 の糖質過酸化反応はラ ッ ト, モ ル モ ッ トにおい て著明に促進した｡ すなわ ち,
ラ ッ トで は酵素杓, 非酵素的反応い ずれも80倍増強され, モ ル モ ッ トで は酵素杓お
よび非酵素的反応は各々 4倍と70倍に増加した｡ マ ウ ス と ハ ム スタ ー で は絶食によ
る影響はほとんどみ られなか っ た｡ 一 方, ミク ロ ゾ ー ム の脂質過酸化反応はラ ッ ト
における井酵素杓反応を除い て 批 絶食に より S-9 でみ られた様な著明な促進はみ
られなか っ た｡ この こと は脂質過酸化反応に対する絶食の 影響は, S-9 とミ ク ロ ゾ
ー ム とで全く異質の もので ある ことを示唆して い る｡
Tab le 2- 3 The ef fe ct of fa st ing fo r 4 8 ho n l ipi d
pe r o x土da七土o n in v土tro 土n hepat土c s - 9 fr a c七土o n s and
mic ro s o m e s土n s e ve r al a nim al spe cie s.
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Table 2-1 か ら明らかな様に , 肝G SH 卦こは著明な種善が存在する ことが経め
られた｡ 肝G SH は絶食により適やかに減少するが, 薄給飼に より数時間内に正常
値に回復する ことから , 肝G SH は摂飼馨に依存すると言われて い る
7 4)
｡ 本研究
にお いて , 48時間絶食に よりラ ッ ト, マ ウネ, モ アレモ ッ トで は50
- 60%の G S H城
少がみ られた｡ 絶食魚件下 に おいて も, 肝GS H馨が各動物硬間で明白に変動する
ことから考えて, GS H馨の 種葦は単に動物の栄本状態に の み依存するもので はな
い ことが明らかとな っ た｡
一 方 , 肝G S H披種々 の葉物投与により減少する ことが知られて い る｡ Da visら
” )
はア セ トア ミノ フ ェ ン投与に起因するG S Ⅰiの 減少程度は動物種により異なり, マ
ウス , を ル を ッ ト, ラ ッ トに比較して, ハ ム ス タ ー で 最も顕著で , コ ン トロ ー ル の
約10 % まで減少するこ とを報告して い る ｡ さらに , ア セ トア ミノ フ 品 ン により惹起
され る細胞壊死とG SHの城少とに は高い 相関性がみ られるとして い る｡ また, ア
セ トア ミノ フ よ ン誘導性肝細胞壊死の程度と共有結合畳はG S tIが絶食に より城少
した場合に増強される ことが報告されて い る
1い
｡
一 九 本研究に おいて48時間絶
食条件下 , ラ ッ トの肝G S H畳は約40%城少した の に対し, ハ ム ス タ ー で は変動 し
なか っ た｡ これ らの知見か ら絶食による G S Ilの変動はア セ トア ミノ フ ェ ンの様な
薫物投申こよ るG S H の変化とは異な ることを示して い るo
Higashiら
1 4)払 肝G S ‡Ⅰには草城期の異なる2雀の存在様式があるこ とを朝
告して い る｡ さらに半減期の 短い G S Hプ ー ル は不安定型で , 絶食により影響を受
けシス テイ ンの貯職型として の 生理機能を有する ことを示唆して い る7)｡ 従 っ て ,
本研究で み られ るG S Hの種善および絶食に対する対応性の 違い から, G S Hの プ
ー ル サイ ズある い は性質が動物穫閤で各々異なる可能性が考えられ る｡
一 方, G S Hの胆汁お よび血中へ の放出娃肝G SH董の推持鋼節に おい て重要な
因子で ある｡ Kaplo witzら8 3) によれば, ラ ッ トに おける胆汁中 へ の G S H の放出
4 9
は肝G S H董と直接, 比例関係に あるとして い る｡ Table 2-2 に示す様に, ラ■ッ ト
で はモ ル 屯 ッ 一に比 べ 胆汁申に2桁も高い G S H登がみ られるが, 肝G S H登で は
モリi/モ ッ トはラ ッ トの 草書で ある｡ 苛リレ モ ッ トはラ ッ トに比較して著明に高い
T - G T■p活性を有するために , i) レモ ッ トにおい て は肝G S H豊の御節に は細胞
外 へ の G S Hの放出よりはむしろ † - G T P による分解が重要な因子と考えられ る｡
また,.サ ッ トとモ ル モ ッ ト
l
の胆汁申の G S Hは絶食に より約60 %減少したが, 血渡
G S Hはほとんど変動しなか っ た｡ こ の こと 軌 絶食に より影響を受ける の は胆汁
中の G SH であるこ とを示唆して い る｡
Table 2-1 に示した様に , 各動物雀閤で食も低い 肝G S H塞がみ られた を ル を ッ
ト 臥 そ の原因と して T - gluta mylcystein e合成静養活性が低 い こ とに加えて
r - G T P活性が非常に高い こ Itに起因す ると考え られる ｡ さらに , ラ ッ トおよび
マ ウ ス で 杜絶食に より肝 G S Hは50- 60 yo減少したが, こ の 場合ラ ッ トの
テー gluta mylcys七ein e 合成酵素活性と r - G T P活性8ま絶食に よりほ とんど変動せ
ず , マ ウス で はγ - G T P活性はむしろ減少した｡ これらの こ とか ら絶食によ る肝
G SH の城少に 妊食餌牲要因のみ ならずr - GTP括性の変動が関与して い る可能
性が考えられ る｡
一 方, グ ル タチ オ ン関連酵素活性に関して はG S H- Px, G Rおよび G S T活性
に著明な種差がみ られた (Fig. 2- 1)｡ ラ ッ ト肝備において は, GS H- Px に歩
くとも2種の アイ ソ ザイ ム の存在が知られて い る 之2)｡ 1 つ はセ レ ン辞素 (Se-
G S H- Px) で あり, 基質として有機過酸化物と同様に H20 2も利用する ことが出
来る｡ 他の 1つ はセ レ ンを含まない 非セ レ ン酵素 (n o n- Se⊥ G S H- Px) で あり,
これはH ヱ02を基質とは しない ｡ モ ル モ ッ トにお い て H 202た対する特性が菰めら
れ ない こ とは, Se- G S H- Px が存在しな い ことを示して い る｡ 事実, Lawr e nc e
と Bu rk8 4)もモ ル モ ッ トに はセ レ ン酵素が ない ことを報告して い る ｡
ハ ム ス タ ー は他の動物掛 こ比較して G S H- PxlとG Rい ずれの活性も最も高い ｡
こ の ことは ハ ム ス タ ー にお ける G S Hの 酸化還元速度 は他の動物程より速い こ とを
5 0
示して い る｡ ま た, マ ウス で 舶8時間給食によりG S甲- Px とG R両者の活性が
上昇 したこ とより,.G S Hの酸化還元速度も促進されたものと考え られる｡
一 方,
ハ ム ス タ ー の G R活性は絶食に より28 %増加したが, G S H- Px 活性の変動はみ
られなか っ た｡ 従 っ て , ハ ム スタ ー で は絶食条件下, 肝 G S H の城少がみ られ ない
の は, 一 部はG R活性 の克進と血液中 へ の G S H の放出の抑笥剛こよる ことが考えら
れる ｡
一 般に , G S Hは過酸化に よる組織障害に対して防御的効果を有して い る｡ すな
わ ち, G S H- Px の関与に より生成した H20zや有棟過酸化物を還元したり
B 5)
,
G S Tの 怖用により脂質過酸化に導かれる親電手性の中間体を輔促する8 A)｡
1o u n e sと Siege r s
B 7) は肝G S H馨と勝家過酸化反応と は密接な関連性があり,
肝G S H馨が1mM 以下 に なると勝家過酸化反応は著明に促進され るとしてい る｡
一 方, Levine8 8)はG S H depletor で ある Pho r o ne 投与16時間後に肝G S H畳は
co ntrol の67 %(5.6mM) に城少し, この時, 脂質過酸化反応は明らかに促進され
たと報告して い る｡ この ことは脂質過酸化反応にお いて , Yo u ne sと Siege rsB ?)が
提唱 したG S HlmM は必ずしも髄界洩度を示すもの で はな い こ とを示唆して い
る ｡ 本研究に おいて , S-9 で の聴覚過酸化反応と肝G S H貴との閤に相関性はみ ら
れなか っ た｡ また, 絶食条件下 , ラ ッ ト, マ ウ ス , モ ル モ ッ トで は肝G S H董の顕
著な減少がみ られた｡ こ の時, ラ ッ トとを ル モ ッ トで は脂質過酸化反応が著明に促
進されたが, マ ウ ス で は変動がみ られなか っ た｡ こ の結果か ら, 絶食によ る脂質過
酸化反応の 促進は肝G S H の城少とは相関しない こ とが明らかで ある｡
se - G S H- Px は脂質過酸化反応を阻害する ことが胡告されて い る
B 9パ 0)
｡ さ
らに , Burkら
91)畔ラ ッ ト肝 cyto s ol は脂質過酸化反応を阻害し, それは歩くとも
部分的に はG S Tの ある種の アイ ソザイ ム に よるもので あ ると報告して い る｡ 最近,
あ る種の G S Tア イ ソザイ ム がG S H- Px 清性をも有する ことが報告されて い る 9 2)｡
従 っ て , 絶食により肝G S H の著明な低下がみ られ るとこ ろの ラ ッ ト, マ ウ ス , モ
ル モ ッ トで は in vitro の脂質過酸化反応の程度は, 肝 G S H董よりむしろ,
5 1
G S H- Px あるい 捻G S T活性の高低に起因すると考え られ る｡ 絶食 マ ウ ス で は,
S-9 の脂質過酸化反応の促進がみ られない の 軌 ラ ッ トよりGS H- P x 活性が非
常に高い ことによるもの と思われ る｡
5 2
輿 詔 揃 う･ γ 恥 肝 ダ .3 R･ J 伊 モ欝一 身 ニ′ 柁 謝 た
関 連 酔夢 轟 暗 陳 の 性 蒙
成熟ラ ッ ト肝にお いて 払 グ ル タチオ ン関連酵素系に著明な性差がみ られる こと
が知られて い る｡ G SH馨の変動に影響する重要な因子で あ るT - G T P活性 は噸
性の 方が雄性に比較して有意に高い 門 〉｡ 一 方, GS T に関して 比1,2-Dichlo r oヰ
nitr obe n z en e (D C NB) に対する活性は雄性ラ ッ トが顕著に高いが, トchlo ro-
2,4-dinitr obenze n e(C D N B) を基質とした場禽に は, ほとん ど性差がみ られ な
い q 4)｡･また, ある唖の G S TはGS H- Px 活性をも有することが知 られて い る
が2 3', ラ ッ ト肝 cytos ol における G S H- Px 活性 は噸性の方が著明に高い り5, 9 ふ)｡
ラ ッ ト肝cytos ol,の G S T に関して 軌 Jakoby 一 派の精力的な研究による種々 の ア
イ ソ ザイ ム の同定2 0' 2 1) に始まり, 次々 とそれらの ア イ ソ ザイム 間の性質の異同が
明らかに な っ てきて い る ｡ さ らに, G S T アイソザ イ ム の すべ て が同様に G SH - Px
活性を示す訳で はない ことも胡告されて い るq 7 m'｡ これらの知見から, ラ ッ.ト肝
cyto s ol で みられ るG S T活性の性差は特定の G ST アイソ ザイ ム に起因する可能
性が考え られ る｡ また, こ の 様な関連酵素系は肝G S H代謝における重要な因子の
一 つ で ある ことから, G S H関連酵素系の性差は肝G S H代謝穐 掛こお いて も重大
な影響を及ぼ して い ると考え られ る｡ これまで , 肝G S H畳の変動に関する朝皆の
多くは雄性ラ ッ トに限定されてお れ 性差に関して はほとんどない｡
著者は第1締に おい て雄性ラ ッ ト肝に おける G S.H代謝機構を明らかに したが ,
本編で は昭雄ラ ッ ト肝G S H代謝地溝に おける関連酵素系 へ の影響の 差異を明らか
に した｡ さらに, . ラ ッ ト肝グ ルタチ オ ン関連酵素活性の性差に対する性ホ)L'モ ン の
影響を検討した｡ また, G S Tおよび G S H- Px 礼 典通の ペ ル オ キ シダ ー ゼ清
性を有するにもかかわらず, 全く逆の性差を示 すことから, ラ ッ ト肝 cyto s ol に
お い て み られ る酵素活性の性景は, G S TとG S H- Px それぞれ どの アイ ソ ザイ
ム に起因するのかを詳細に検討した｡
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興 乱 費 噸 雄 予 ッ 恥 肝 仁妄 S 若倭 馨 お よ び
T - 仁芸 T P 清 隆 の 田 内 変 動
肝G S Hは日内変動を示すことが知られて い る
9 9' ” 0)
｡ そ こで, ラ ッ ト肝
G S Hの 口内変動パ タ ー ン におい て噸確聞で 差異があるか香かを検討した｡ さ らに,
G S Hを生理的基質 として , そ の分解を触媒する T - GT P活性に つ い て雌雄ラ ッ
t閤で の 日内変動バ タ ー ンを同時に比較換静したチ T - G TP の G S H に対する触
媒反応様式に は ac cepto r として アミノ 酸ある い はペ プチ ドが存在する場合と罪存
在の場合の 2通りがある ｡ 前者は ac c eptor
-
8こG S Hか らの T -glutamyl 基を転移
する, い わゆる tra n speptidatio rl反応で あ る (I) が, 後者の 場合に はH20 を
a c c eptbr と して G S H娃グル タ ミ ン酸と シ ス テ イ ニ Jt,グ 7)シ ンに なる こ とから氷
解活性も有して おり, 時に は hydrolas e 活性 (以前は ghltathionas e 活性1 0 1' 1 0 ヱ))
と呼ばれる ことがある (Ⅱ)｡
(I) G lu- Cys - G ly＋ A A(peptide)
- T - G lu- A A(peptide)＋ Cys- GIP
(Ⅱ) Glu- Cys- G
､
1y＋ H 20 - G ltlta m ate＋ Cys- G ly
【実験方法】
1. 肝G S Hおよぴ G S S G豊の珊定
Spr ague -Dawley 系噸雄ラ ッ ト (12-13週令) を用い ,'8時, 12時, 16時およぴ
19時の各時刻に犠殺した後, 肝職を呼り出し港流溶血し, 冷 1.15 %ECl で20 %
ホ モ ジネ - トを鋼丑した｡ そ の後の操作は第1編第4章に述 べ た方法に準じて行い ,
肝G S Hおよぴ G S S G貴を珊定した｡
2. 肝T - G T P活性の 謝定
ホ モ ジネ - 一にお ける肝 T - G T P活性に関して , tr a nspeptidatio n活性は帯2
5 4
繍欝1章に示した方絵に.より, また hydT Olase 活性 は ac cepto r として の
glycylglycim e を除い た系に つ いて 同様に行い珊定した｡
監実故結果】
噸堆ラ ッ ト共, 肝G S Hは昼間にお い て高く, 夜になると減歩する口内変動を示
した (Fig. 3-1)｡ また, どの 時聞帯にお い て も雄性の方が噸性よりG SH蚤は高い
傾向を示した｡ 肝G S S G馨の 日内変動はG S H に比較して噸雄共 ,抵債で あ っ た ｡
2 0 0 0
1 7 5 0
′‾ ヽ
1 5 0 0
h
¢
>
･ lJ
rl
●
ひ
＼
買1 2 5 0
ヽ■ ′ l
l o o°
4 0 0
3 0 0
20 0
1 0 0
* *
* *
e m ale
Male
Male
G S H
G S S G
■■
ヰ ■ヰ ■ ■l ■■ ■ ■l ■■ ■ -
■■
8;0 0 1 2:0 0 1 6:0 0 1 9:0 0
★
p く0. 0 5 … pく0. 0 1 v s Fe m ale r at .
Fig ｡ 3 - 1 Diu rnal v a riatio n s of hepat ic G S H
a nd G S S Glev els in m ale a nd fe m ale r ats .
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一 方, Fig. 3-2 に示す掛こ肝γ - G T P清隆におい て は, 有意な田内変動はみ ら
れなか っ たが, 日中にお はる tr a n speptidation 活性 は, 噸性ラ ッ トの方が雄性ラ
ッ トに比較して高い傾向にあ っ た｡ hydr ola se 活性に関して は, どの時間帯におい
て も噸確聞で ほ とん ど貴はみ られなか っ た｡
2 . 0
′ ■ ■■l ■
O
J)
0
Ll
nl
●
bl
∈
＼
D
≡
ヽ
■ 一
′
1. 0
℡r an spep七土da se
a ct土Ⅴ土ty
Fe m ale
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Hy卓r ola s e
a ct土vit
Fe m a
Male
8:00 1 2:00 1 6:0 0 1 9=00
Fig ･ 3 - 2 Diu r n al v a riatio n s of hepatic y - G y p
a ctivity in m ale and fe m ale r at畠.
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肝G S H蚤は絶食という非生理的条件下で有意に減少するこ とが知られて い る｡
そ こで, 絶食条件下 にお ける肝グ ル タチ オ ン墓の変動と T - GTP 活性との関連
性を知る目的から, 噸雄ラ ッ トを用い て比較検討した｡
監実験方法】
1. 動物
Spragu e-Da wley 系噸堆ラ ッ ト (12-13過令) を用い た｡
2. 肝グ ル タ チオ ン馨および T - G T P活性の珊定
G S Hおよび G S S G登さらに γ - G T P活性の測定は輿3縮欝1費と同様に 行
っ た｡ なお, 捻グル タ チオ ン豊はG SH＋ 2G S S Gとして表示した｡
3L. 肝 シス テイ ン畳の潮定
第1編欝4章に記した方法に より定馨した｡
【実験結果】
Table 3-1 に は絶グ ル タ チオ ン董の絶食 (18時間) による変動を示した｡ すなわ
ち, 絶食に より, 線グ ル タ チオ ン登披噸堆ラ ッ ト共, 著明に減少し, 噸性ラ ッ トの
方が雄性ラ ッ トに比し, 減少程度は大きく, 性貴 は絶食に より顕著とな っ た｡
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Tab le 3- i Ef fe ct of fa sting fo r 18 h o n hepatic total
glutathione (G S H＋G S S G) lev els in m ale a nd fe m ale r ats ｡
艶ale Fe m ale
Fed 20 50 士 1 6 7 (1 0 0) 1 750 ± 3 7･ 9 (1 0 0)
Pa sted 1 5 3 9± 9 4
*
( 7 5) 1 1 54 ＋ 4 9･ 9
納 ♯
( 6 6)
valu e s r epr e s e nt m e a n± S E, jig/g l iv e r｡
Nu nbe r in pa r e nthe sis show s pe r e e nt ･
☆
p(o. 05 dr* ･pく0. 0 1 v s Fed gr o up･
♯ p く0 . 0 5 v s Hale r at占.
次に, こ の 様な絶食ラ ッ トにみ られ る絵グ ル タ チオ ン馨の城少払 G SH豊ある
い はG S S G豊の い ずれ の 変動に起因するの かを換謝した｡ Table3-2 は絶食ラ ッ
トにおける G S H董およぴ G S S G董の 変動を示したもの で あ る｡ G S H豊は絶食
により噸雄ラ ッ ト共に著堺に減少 し, 噸性ラ ッ トにおい て , そ の 程度は大きく肝
G S H董の 性差は絶食群に おい て顕著で あ っ た ｡
Tab le 3 - 2 Effect of fa sting fo r 1 8 ho n hepatic G S Ho r
G S S Gc o n ce ntr atio n sin m ale a nd fe m ale r ats .
G S E(p 9 ′g蔓阜竺些し G S SG(pg/g liv e r)
吐ale Fe れl1e 托ale Fe m ale
Fed 1 7 0 0＋ 1 6 5(10 0) 1 5 34＋ 2 4. 8 (10 0)
ノ
3 5 0＋ 2 1. 1 (1 0 0) 2 16十 1 4.芸
★
(l oo)
Pa sted 1 3 6 4± 9 2( 8 0) 9 89! 5 2.
'
78h 5) 1 7 5± 4 .88( 5 0) 16 5‡ 6 . 6#( ,6)
★ pく0. 0 5 * * p( 0. 0 1 v8 h le r at .
8 p く0 ･0 5 88pく0. 0 1 v 8 Fed 9r O tlp .
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一 方, G S S G馨は飽食群で は噸性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比較して有意に少な
い が, 絶食に よりいずれも減少し, 絶食鮮にお いて はG S S G蚤の 性貴は組められ
なか っ た｡ この様な G S H登および G S S G馨の性差にお い て, 絶食による変動の
違い はG S H/G S S G比で 払 より 一 層明らかで ある ｡ すなわ ち, Table 3-3 に
示す様に, 雄性ラ ッ トで は絶食に よりG S S G登が著明に城少し, G S H/G S S G
は約 1.5倍に なる ｡ 一 方, 噸性ラ ッ トに おい て は絶食に よる影響 はG S S G登に比
し, G S H馨の方が大きく雄性ラ ッ トと は逆に G S H/G S S Gは減少する｡
Tab le 3- 3 Ef fe ct of fa sting for 1 8 ho n hepatic
glutath ion e r edo x
■ r atio in m ale and fe m ale r ats .
艶ale Fe male
Fed 4 ｡9 1 ＋ 0 ｡6 0
d ■■
Fa sted 7 ｡7 8 ＋ 0 .遵6
d■■
* *
7｡ 1 8± 0･ 4 0
##
♯
6 ｡0 3 ＋ 0 . 49
＋
☆ ☆
p<0 ｡0 1 vs Fed gr o up｡
# pく0 .05 尊♯ pく0 ｡ 0 2 v s 朗ale rat･
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次に肝T - G T P活性の 絶食による変動を噸礎 ラ ッ トに つ い て披謝 した (Table
3-4). 肝T I G T P清隆における性差杜 絶食条件下 におい て , より顕著に施め
られた｡ すなわち, 絶食により雄性ラ ッ トで は体重あたりの γ - G T P活性は有意
に城少したが, 雌性ラ ッ トのそれ は捧垂の著しい城少にもかかわらず活性の変動放
み られなか っ た ｡ こ の ことは比活性で比較する と, より 一 層明白に なり, 雄性ラ ッ
トの 肝丁∴ G T P活性は絶食によりは とんど活性の 変動は緩められな い の に対 し,
噸性ラ ッ トにおい て は絶食により肝γ∴ G T P活性の有意な増加が経められた ｡ こ
れ らの知見から, 絶食に よる肝G S Hの 減少が噸性の 方が顕著で ある のもも 噸性肝
T - G T P活性の 瓦達に起因するもの と考え られ, ラ ッ ト肝におけるグル タチ オ ン
代謝 とγ - G T P活性との密接な相関が示唆された｡
Tab le 3 - 4 Ef fe ct of fa sting o n the tr a n spept idatio n a ctivity
of hepat ic y- G TP in m ale a nd fe m ale r ats .
GG T P
Åc七ivity
Fed
出ale Fe m ale
Fa st ed
出ale I Fem ale
血ロ pe r.a. W . 2 3 4 4＋ 1 5 6 1 9 32 ＋ 3 9 B 1783 ! 1 0 4
p
1 9 30＋ 1 3 0
★★
m ロ pe r g. 1 iv e r 2 0 9＋ 9 .5 6 2 2 1＋ 3 6･ 6 2 0 8＋ 5･0 1 3 14 ＋ 6･ 77
★
mtJpe r mg･pr ot ･ 1 ･1 0＋0･ 0 7 8 1･ 3 4＋0･2 5 7 0･9 6＋0･ 0 2 3 1･6 1＋0 ･ 09 3
★
p(0･0 5 * * p<0.0 1 v B Hale r at ･
8 P〈O.0 5 v s Fed gr o up.
r - G T P は tra nspeptidation と bydr olytic action の両者を触媒する性輩を
有して い る ことか ら, a ccepto r非存在下 にお ける T - G T P活性 (hydr ola s e活性)
に 及ぼす絶食の影響を噸雄ラ ッ ほ つ い て換静した (Table 3-5)｡ tra n speptidatio n
活性と は異なり, 絶食による活性の増加は藷められなか っ たが, bydr ola s e活性も
噸性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比 べ より高い傾向にあ っ た｡
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Tab le 3- 5 Ef fe ct of fa sting on the hydr olysis a ctivity
of hepatic y - G y pin the abs e n c e of a c c epto r s ubstr ate
in male a nd fe m ale r ats ｡
Fed
84ale Fe m ale
;
15 39＋ 9 2. 1 90 7 ＋ 1 3 1
Hydr ola s e
Act ivi ty
mU pe r a. ” .
mロ pe r 9. l iv e r
Fa 8ted
朋ale
= = = 買 = = := = = = =
1 4 64 ＋ 1 6 8
170 ＋ 1 6.1
0 .7 8 ＋ 0 .5 9
Fe n ale
～
1 0 5 0 ＋ 1 55
1 3 6＋ 3 7.芸
☆♯
0 . 8 7 ＋ 0 . 1 0
* *
1 3 8 ＋ 8. 6 1 0 7＋ 18 . 4
mU pe r mg. pr ot . 0 .7 3 ＋ 0 .58 0.64 ＋ 0 . 1 0
如 p く0.0 1 v 8 比ale r at .
8 p く0.0 5 vさ Fed gr o up.
さらに , グルタ チオ ンの T - G TP による分解代謝物で ある シ ス テイ ンの 豊的変
動を検討した (Table 3-6)｡ 絶食 ラ ッ トにおい て肝 シス テイ ン畳は噸性の方が雄性
より有意で 妊な いが高い傾向にあ っ た｡ ま た, 絶食に より磯雄ラ ッ トい ずれの肝シ
ス テイ ン登も有意に増加した｡
Tab le 3 - 6 Ef fe ct of fa st ing o n hepatic cystein e c o nte nts
土n m ale a nd fe m ale r ats ｡
槻ale Fem ale
Fed gどO up O 4且7 名士 0｡ 0 0 7 0｡ 1 9 6皇 0 ｡ 0 1 0
Fas恵ed g= o up O ｡ 2 8 3皇 0 ｡0 2 0
* *
0 ｡3 0 8空 0･0 1 4
納
Pm O eS
鮒
pく 0｡ 01 ･v s Fed gz:oup ｡
-g｡ 1 V e r
以上の結果より, ラ ッ ト肝G S H畳にお ける性差軌 絶食条件下において も明らか
に簸められる ことから, 単に摂飼蚤の違い に起因するもの で はなく, T - G T P活性
が大きく寄与して い るもの と考え られる ｡
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【実験方法】
肝G S H象 G S SG養および複数の G S H関連酵素活性を同
一 サ ンプ)i,か ら短
時間内に珊定する場合払 下記の様な操作手帝で行 っ た｡ こ の様に して 得られた
G S Hと GS SG董ある い は n o n- pr otein S H登さ らに シス テイ ン登はいずれも
原注に従 っ て得られた健とはとんど同 じで ある (親善10 %未満) ことが確絶 して い
る｡ これらの a s say の 申で , 歩くともG S HとG S S G, シ ス テイ ンおよび no n-
protein S Hはサ ン プ)i,を鋼製した当 臥 可及的速やか に潮定した｡
Liv e r(pe rfu sio n)
i
2 0% ho m oge n ate (with 1. 15% R C1)
陛
＋ Cystein e
1 0 5
.
0 0 0Ⅹg 3 0mエn
s H 良 G S S G
55)
on - pr otein S=
54)
- Gヂp . (cf6)2
- i)
r elated en zym e a ct土Ⅴエ上土e s
2 0)
s ‾ tr aT≡fe干芭8亨
pe r o xi da s e昌i
I
)
r educt予s冒7)● ■tG S S G
Sup
匡
GSH synthe sュs
【実験結果】
Table 3-T に示す様に, 12過令 ラ ッ トにおける肝G S H豊は雄性の 方が有意に高
健を示 したが, 7過令ラ ッ トで は有意な性差はみ られなか っ た｡ また, こ の GS H
の変動 は n on- protein S H貴に も反映さ れ 同様の 成績が得られた｡ 一 方 , G S SG
董はい ずれ の過令にお い ても機嫌間で有意な差は詠められなか っ た ｡
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Tab le 3- 7 Se x- r elated d i f fere n c e s of hepatic
gluta七h io n e c o nte nts and r elated e n zym e
a ctivit ie s in r ats .
7 w e eks of a e 1 2 w e eks of a e
二te m
出ale s Fe m ale s B4ale s Fem ale s
(n 芸 1 0) (n ヨ 1 0) (n 王1 0) (n= =1 0)
店丑王
l雌 Le/g l 上ve r
店誌氾
tlⅧDlた/g live r
故 知 r 卵 ぬin S H
r 抑 蜘 石打 血
p淑ロコ晦佃 1iw
y 胡 a cti:vi6Y
納 p mte 血
郷/g u w
Q 認トP5( 軸
榊 pEYdEein
C E P
H
2
0
2
(芸肝 a ctivi tF
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qy8tBiJ* ∝ 地 比
l 抑D 叫 protein
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瀞 印 thd2SiB I:ate
r 部 Dl 仙 喝 prOt
Q ;S G 肋 activity
.
珊 01e/bin/Ttq 国 光
a ,･ p<0 . 0 5, b;
a; pく0 ･ 0 5. e;
5. 84土0. 1 8
0.3 O*0.O 1
52. S史I.3
a.5虫0.2
0 .5 Oi:0｡04
批 7
348t14
196土9
915土35
0.8 7土0 .0 3
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7.7 t O.2
b
0.79*0.l l
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835土22
C
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0.19 土0.0 1
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C
4 5.5土1.2 6
C
肝 T - G T P活性に関して は, 7週令ラ ッ VL におい て著明な軽費がみ られ, 職性 ラ
ッ トは雄性ラ ッ トに比し, 約 1.7倍の清性を示した｡ シ ス テ イ ン畳は7過令ラ ッ ト
に おい て噸性が有意に高か っ たが, 12過食ラ ッ トで は噸准間で糞 はみ られなか っ た｡
そ こで, 7 および12週令ラ ッ トに つ い て 嘩雄肝T - G T P活性と シ ス テイ ン馨との
相関性を換謝したと ころ, Fig. 3-3 に示す様に相関係数γ - 0.429(pく0.01) で あ
り, 正 の相関が藷められた｡
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Fig . 3 - 3 Relation sh ip betw e e ny - G T Pa ctivitie s a nd
cys七ein e c o nte nts in r a七 1土v e r.
G S H- Px 活性は, いずれの週令におい て も噸性 の方が有意に高か っ た｡ それ
に対し, G S T活性は12週令ラ ッ トにおい て C D･N Bを基質とした場合, 雄性 の方
が有意に高く, 7過令ラ ッ トでも同様の傾向を示 した｡ また, G S H合成酵素活性
はい ずれ の週令ラ ッ トで も雄性の方が有意に高か っ た ｡
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監実験方接3
I. 動物と投与方法
SpT agu e- Da wley 系噸性および雄性ラ ッ トを用い た｡ Te stoster o n epr opio n ate
(T S, 5 喝/kg) ある い は Estr adiol benz o ate (E D, 0.5喝･/kg) を6適令時
の ラ ッ トに6日間1日 1 固皮下投与した｡ こ こで用い たT SおよびE D の投与用量
は Kato ら1 0 3)の胡告に従 っ て設定した｡ c orltrOl 群に 汝コ ー ン油を同量, 同様
に投与 した｡ 性腺掃除は5運命時に エ ー テ ル 麻酔下で 行い, 性陳掃除後14日目から
6甘聞上記と同様に T Sあるい はE Dを投与した｡ なお, 動物は凍)LJ号 ンの最終投
与24時間後に犠殺した｡
2. ト G T P, G S Tおよび G S H- Px 活性の珊定
T - G T P活性は弟2縮第1章に述 べ た方法に より, G S H- Px 活性は第1編
弟4章に述 べ た方法に準じて珊定した｡ また, G S T活性は tlabig らの 方法2 0)
に準じて 1,2- Dichlo r o-4- nitr obe n z en e(D C N B) を基質として珊定した｡
臣実験結果】
Fig. 3-4 に示す様に, 噸性ラ ッ ト肝 T - G T P活性は雄性の それに比し, 約1.5倍
高い 健を示した｡ しか し, 正常ある い は畢丸掃除雄性ラ ッ トに E Dを投与すると ,
著明な活性の増加がみ られ, 正常噸性ラ ッ トの活性の約 1小2倍まで上昇した｡ ま た,
正常雄性ラ ッ トおよび畢丸掃除ラ ッ トに T Sを投与して も ト G T P活性の変動は
み られなか っ た｡ 一 方, 噸性ラ ッ トの T - G T P活性披T Sあるい はE D投与に
より有意な変動はみ られなか っ た｡ それに射し, 卵巣掃除により約25 %の活性低
6 5
下がみ られたが, 卵巌凍除＋ ED で披正常噸性ラ ッ トの 活性 レ ベ ル まで 回復した｡
これらの知見から, 肝T - G TP活性披T Sより娃む しろ主と して E D により制御
されて い ると考えられ る｡
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一 方, G S T清隆の牲ホ)i/ を 3/に よる影響に関して は, E D投尊は正常雄性ラ ッ
トおよび畢丸輯陵ラ ッ トい ずれに おい て も著明な活性の低下がみ られたの に対し,
畢丸掃除ラ ッ トに T Sを投与した場食に は活性の変動は隠とん どみ られなか っ た ｡
また, 噸性の G S T活性8j:卵巣掃除に より上昇し, 卵巣掃除＋ T S投与により, さ
らに増加したが, E D投与で は逆に城少した (contr ol群, 23.87±0.52;卵巣掃除
群, 35.80±1.06;卵巣摘陰＋ T S群, J42.73≠2.12;卵鼻輪除 ＋ E D群, 28.80±
0.85mU/将 音白)｡ これらの成績から, ラ ッ ト肝G S T活性の 性差発現もも 噸性ラ
ッ トの G S T活性がE D により抑翻されて い る ことが 一 因と考えられ る｡ 雄性ラ ッ
トの G S H- Px 活性は畢丸掃除およぴ ED投与により著明に増加した｡ 一 方,
T S投与の影響に関して は Table 3-8 に示す様に正常噸性ラ ッ ト, 畢丸掃除雄性
ラ ッ ト, 卵巣掃除職性ラ ッ = 1ずれにお い て もT S投与により, 有意な減少が み られ
た｡ この ことから, G S H- Px 活性に関して 披, T - G T P清隆と同様, E Dに
よる活性の瓦進がみ られたが, T Sは逆に抑制的に伸用することが示唆された｡
Tab le 3- 8 Ef fe ct of te sto ste r o n e administr atio n o nthe
GSH - Px a ctivitie s in n or m al fe m ale , c a str ated m ale a nd
o v a rie ctomiz ed fe m ale r ats .
･r e atment 誓…諾芸蓋 cx male Ox fe m ale
No n e 3 3 6.1f1 5. 1 2 20 ｡3±1 0｡壕 321｡ 9±18 ｡ 9
T S 2 9 5｡9±11｡ 9 1 2 9｡ 3±15｡9 218｡ 8±22 . 5
The v alu es a r色 m e a n±S ｡ E ｡ The a ctivity of G S H
- Px
to w a rds H
2
0
2
is expr es sed a s mU pe r mg pr otein ･
以上の知見より, T - G T P, G S TおよびG SH - Px の い ずれの酵素活性も,
性癖 ル モ ン により明らかな翻節を受けて い ることが明らかとな っ た｡
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興 5 牽 威唯 堆 ラ ッ 恥 肝 仁言 S
p
T お よ び
仁言 S 蒼環 - P x TF - ず ソ ザ - で ふ よ
隆 景
ds Tは1種類で なく, 少くとも複数の アイ ソ ザイ ム が存在するこ とはよく知ら
れてい る｡ Babigら
2 0, 21) はラ ッ ト肝可淳性分画より, 各々 個々 の G S T アイ ソ ザ
イ ム を分離精製した｡ 彼等はC M- cellulo s eカ ラム の輯 か ヾタ ー ンか らG S T各
アイ ソザイ ム をA, B, C, D, E, および A Aと命名し, 1iga ndin はGST - B
と同 一 で あると朝告した｡ しか し, Haye s ら10 4 )はCM - c elltlos e カ ラム の溶出
条件を変え るこ とにより, 1igandin とG S T- Bとを別々 に 分離精製するこ とに成
功した｡ 現毘 ラ ッ ト肝 cyto s ol 申の G S Tは basic な酵秦 (pI 7.5-10,0)と
ne utr al/a cidic
l
な酵素 (p1 7.5以下) とに分類され, 前者に は 1igandin,
GST - D , - C, - B, - A および - A Aが含まれ る1 0 5' 1 O も' l 叩 の に対し, 後者
はG ST - Eおよび - M が知られて い る l O 8' 10 9' 1 10) ｡ Ne utr al/a cidicなG S T に
関して は, ま だ不 明な点も多く, 明確な結論 は得られて い ない ｡
一 方, G S T のサブ ユ ニ ッ ト構造に関してiも 免疫学的お よび基質特異性 の面か
らYa (M r -22,000), Y b(Mr - 23,500), Y b
'
(M r -23,500) および Yc
(M r -25,000) の 4種が確憩され, G S T各ア イ ソ ザイ ム はそれ らサ ブユ ニ ッ ト
の 組み合わせによ る2曇体で ある ことが知られて い る 1 1 l' 1 1 ヱ)｡ 最近, Ha n n e r vik
と Jenss onl 川 はサ ブ ユ ニ ッ トに基づく新しい G S T命名経を提唱した｡ すなわち,
サ ブユ ニ ッ トYa, Y b, Y b
'
およびYc を各々 , L, A, Cおよぴ Bとする ことに
よ り, basic な酵素で ある G S T- A, - B, 1iga ndin, - C, - Dおよび - A Aは
各々 A 2, B L, L 2 , Å C, C之 およぴB ヱとなる ｡ さらに彼等は, 下記に示す
様に これ ら6種の G S TはB L型とA C塑の免疫学的に異な る2群に分類され ると
して い る ｡
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そ こで , 本研究にお い て はG S T アイソザイ ム の名称は Ma nne r vikとJens s onl l l)
の命名法に準じた｡
G S Tは, その触媒能に おいて ペ ル オ 車 シタ ー ゼ活性を示す ことも知られて い る｡
それは, の ちにセ レ ン罪依存性G S H- Px (n o n- S e- G S H- Px) 活性で ある こと
が証明されたZ 3) ｡ しかし, すべ て の G S T アイソ ザイ ム が n on - Se - G S H- P x
活牲を有する訳で はない 9 7' り8) ｡ 組織中の G S H- Px 活性はセ レ ン酵素 (S 針 G S
H - Px) と non - Se- G SH - Px の両者を含有する2 之' 之3) ｡ se - G S H- P x は有械
過酸化物と H202の両者の還元を触媒するが, non- Se - G S H- Px はH之0 之を
基質としない I 1 3)｡
第3編, 輿3 およぴ 4章に おいて , ラ ッ ト肝 cyto s ol の G ST およびG S H- P x
括性に は著明な性差が み られ るこ とを示した｡ そ の中で, G S T活性とG S H- P x
活性の 性差は全く逆で ある ことを見い 出した｡
そ こで 本章におい て 壮, ラ ッ ト肝 cyto s ol で みられ るG S T活性の性差は, ど
の G S T ア イソ ザイ ム に起因するかを知る目的で 各ア イ ソザイ ム に分離精製して詳
細に検討した｡ さらに,
■
G S H- Px 活性の性差はSe - G S H- Px あるい はnon-
Se- G S H- Px い ずれに由来するのか, またG S T活性の性差とG S H- Px 活性
とに どの 様な関連性が存在するのかを検討した｡
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3 - 5 - A_ G S TおよびG S H- P貰 活性の性貴にお ける基質依存性
【実験方法ヨ
1. 動物
Spr agu e-Dawley 系噸礎ラ ッ ト(7過令)を用い た｡ 犠殺後, 直ちに肝臓を1.15 %
KCl で港硫溶血後, 冷 1.15 %ECl で20 %ホ モ ジネ - トを鋼製 した｡ ホ モ ジネ - ト
は 9,000Ⅹg20分速心 し, そ の 上漕をさ らに 105,000Ⅹg 60分遠心後, 得られた上滑
を cyto sol として以下 の 実験に用い た｡
2. G S Tおよび G S H- Px 活性の 滑定
G S T活性および G S H- Px 活性はそれぞれ第2 締第3章および第1編第4章
に 述べ た方法に より珊定 した.
【実験結果】
Table 3-9 は噸雄ラ ッ ト肝 cytosolの G S T活性およびG S H- P･Ⅹ 清性を示し
た ｡ D C N Bを基質と した場合, 雄性ラ ッ トは噸性に比し, 約 1.6倍高い活性を示
したが, C D N B に対する活性で は雌雄間で有意糞はみ られ なか っ た｡
C D N Bの D C N B に対す る活性の 比は嘩性ラ ッ トの方が約1.5倍高か っ た｡ 一 方,
G S H- P x 活性は, H 202と C H Pい ずれの 基質を用い て も噸性の 方が約2倍高
い 活性を示 した｡ さらに, C H P に対する活性とHzO2に対する活性の貴に おいて
も確性の 方が有意に 高か っ た｡
了0
Tab le 3- 9 The a ct ivitie s of glutath io n eS - tr a n sfe r a s e s
a nd gltltath io n eperoxi da s e sin m ale a nd fe m al色 r at
l iv e r cyto s ol ｡
substr ate Male (”) Fe m ale (F) M/F
C D N B
D C N B
C DN B/D C N B
H
2
0
2
(1)
C H P(2)
(2)- (1)
92 7. 3 ± 9. 3
4 6. 5 ± 1. 0
20｡ 0 ± 0｡ 6
128. 3 ± 9. 3
2 0 9. 3 ± 1 6｡ 9
8 1｡ 0 土 1 0. 3
84 7. 9 ± 3 0. i
☆ ☆
29. 8 ± 1. i
☆ 女
28 . 6 ± 1. 4
2 1 4. i ± 7 . 7* *
★ ☆
343. 4 ± 14 . 9
*
129. 3 ± 9. 6
1. 0 9
1. 56
0. 6 0
0. 6 1
0. 6 3
En 2:yme a ctivitie s w e r e a s s ayed a s de s c ri bed in t he te 3(t, an d
t he figu r es a r e e xpr e s s ed in m u nits pe r mg of cy七o s olic pr otein ･
Valu e s a r e m e a n s 土S . E . ” . fr o m fiv e a nim als , wit h e v alu atio n
by S tude nt
r
s t - te s七 ･ ☆ p<0･ 0 5.
* * p<0･ 01 v s m ale s･
3 - 5 - 望 Se- G S H- P言 および n o n- Se- G S H- Px 活性の性貴
監実験方法】
肝cyto s olの G S H- Px はG S T精製の際に繋周される affinity カ ラ ム ク ロ
マ トグラ フ ィ ー に より容易に Se- G S H- Px と n o n- Se - G S H- P x とに分離さ
れ る ｡ G S H- affin ty Tna七rix の 鋼製揺 Sim o ns キ Va nder Jagt の方汝
I 1 4) に
準じて 行い , 埼由は Eo skelo らの 方法115)で行 っ た｡ 方法の概略は以下 に示す通
りで ある｡
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Epo xy - ac 七土v a 七ed Sepba ro s e6B
%wa sh with H20
Aw ash with 44mM Na , K
- pho spha te
(pH 7 . 0)
Su spe n sion
%bub b le with N2 ga s f;r 5 min
阜ad ded lO Omg/ml GS H (pH 7｡ 0)
S ha ke
S ta nd
(c a . 6 0 rpm) at 37
o
% w ash with =
阜1H E t ha nola mi
王o r 4 br
iwa sh with O･ 5
iw ash wit h O 1 5
C fo r 24 hr
2
0
n e
” K Cl in 0 . 1M Ac etate
(pH4. 0)
” RCl in O｡ I M Bo r ate
(pH 8. 0)
Su spe nd wit h sta rting
- bn f fer
s ta rting buffe r : 20mM Na ′ Ⅹ
-
pho sphate(,pH7｡ 0)
c on tainipg 20%(Ⅴ/v) glyce roI
Elu tion buffer : 5 0mM Tris - fIC1(pH9･ 6)
c on taining 1 5mM G S H′
20%(v/v) glyc e r ol
【実験繕■果】
Fig. 3-5 に示す様に , G S 日- affinity カ ラ ム を用い る ことに より, G S H-
Px はS e - G S ロー Px と n o n- Se- G S H- P x とに分離さ れ Se- G S H- Px
は吸着されず, void分画に回収された ｡ G S H含有 buffe r で培地される G S T
分画 はC H P に対する活性を示したが, H202に対する活性は経められなか っ た｡
こ の知見は, 明らかに G S Tはペ ル オ キシダ ー ゼ 活性を有する ことを示 して い る ｡
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Fig o 3
- 5 Sepa r ation of cyto s ol ic GS H
- Px into Se - depe nde nt
a nd Se - indepe nde nt G S Ⅰト Px by G S H
- affinity c olu m n
chr o m atogr aphy .
Affin tyカ ラム から得られた Se- G S H- P x と n on - S e - G S H- Px 両分蘭
をそ れぞれ合 して , H zO zと C H P に対する活性を珊定した (Table 3-10)｡ そ の
結果, S e - G S H- Px は H202, C HPい ずれの基質に対して も噸牲の方が約2
倍高い活性を示し, n o n- Se - G S H- Px 活性に関して も噸性の方が高い ことが明
らかに な っ た｡
Tab le 3- 1 0 The a ct ivi tie s of Se - depe nde nt a nd Se - indepe nde nt
G S H- Px s s ep早r ated from rat hepatic cyto s ol by GSH
- af f inity
c olu m n chr o m a七og
■
r aphy .
Se - G S H- Px Wo n- Se - G S R- Px (G S TB)
substr ate Hale Fe m ale F/紙 ▲ Male Fe male F/”
( units / mg of pr otein )
c 肝 0､. 1
46 0. 2 6 3 1. 8 0 1. 05 5 1･ 265
H
2
0
2
0･ 1 4 6 0･ 2 32 1･ 5 9 N ･ D ･ N ･ D･
1. 2 0
N. D. ,A not dete cted.
Male a･nd fem ale cyto BOl･equi l i br ated with 2 0TnH pho sphate buffe r
(pH 7. 0) c ontaining 20 亀･ (Ⅴ/V) glyc e r ol w a s mix ed With G S封- Sepha ros e
6 B m atrix
,
a nd f i ltr ated . Se - GS H- Px w a s Obtain ed in t he u nbo u nd
fr a ctio n 豊･ Afte r wa shing 七he m atrix l the elutio n of npn
- Se - G SH - Px
(= G S Ts) w a s c ar rie s O ut by 5 0 m也 Triさ - H C l(pH 9･ 6) c o ntaining 1 5 m凹
G S甲 a na 2 0 %(Ⅴ/V) glyc e rol.
7 3
3 - 5 一 男 Basic および Neutral/acidic G S T活性の性貴
【実験方法】
G S H- affinity カ ラ ム より溶出したG S T分簡は溝縮後, 10mM Tris- Eel(pI8.0)
で透析し, その サ ンプ ル をD E-52(10mM Tris-flCl,ptI8.0)に applyした後, 10mM
Tris -tICl(pH8.0)で G S T活性が藷められなくなるまで洗催した｡ こ の罪吸着画分
に 回状されるG S Tを basic G S Tとし, 吸着 したG S Tは 100mM RClを含む
Tris - ICl(ptI8.0)で輯出 し, n eutr al/a cidic G S Tと した｡
【実験結果】
Table 3-11に示す様に, ba sic G S T活性はC DN Bを基質とした場合, 噸性
の 方が高か っ f=
'
が, D C N B に対する活性で 披逆に雄性の 方が高か っ た｡ それ に対
して neutral/a cidic G S TはC D N B, D C N Bい ずれ の基輩に対して も雄性の
方が高い 活性を示 した｡ 一 方, C H P に対する活性で は ba sic と n e utr al/a cidic
いずれの G S T におい て も噸性の方が高い こ.とが藷められた｡
Tab le 3 - l l The act ivitie s of ba sic a nd n e utr al/acid ic
glutath io n e s - tr a n sfe r a s e sfro m r at l iv e r cyto s o1 .
Subs t rate
Ba sic tr an sfe r a se s Neutr al/a cidic tr a nsfe r as e s
Hale Fem ale 出/F 比ale ノ Fe nale 出′F
(I)ni ts / m9 0f pro tein ･ )
CD N Zl e･ 3 0 1 1･2 3 0. B 4 1 3. 5 0 8.1 2 1. 6 6
DCN B O･ 2 9 0･ 1 8 1. 6 1 0 .9 2 0. 4 7 1. 9 6
CIIP l･ 2 8 1.9 1 0 . 6 7
1
o .2 7 0 .3 9 0. 6 9
G lutat h ione S - tra n8fer a B eS fr a ct ion s eluted fr om G SE colu m n t e r e
d ialy2ed again st 1 0m班 Triさ - = C l buf fe rt pH 8･ 0･ T he d ialyzed s a rnple
(2 3･O and 2 8･ 6 n9 0f protein in 7bale 8 a nd fem ale さ′ r e spectiv ely)
v a s ap pl ied to a c ol Ⅷ nA(2･ 6 耶 7･ Oe m) of D エー 5 2 eqtii l i br ated a nd
elu ted With l O 血比 ℡ris - H C lbuf fe rr pi‡ B･0. T he basic tran sfe r a s e s
d i dn ot bind a nd eluted in t he f low - t hrough fra ctio ns fr o m the
c olt m n･ The t ra n sfer a8e 8 eltlted by io 7 nH Tri8 - EC l btlf fe r (i)H 8 . 0)
c o ntainirlg 1 0 0Tnn RC I w e re na med & S
,-
n e tlr &1′a ci a ic
_,
tr,a^
n 8fe r甲 e軍･
7
1
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3 - 5 一 塊 G S T アイソザイ ム のタ ロ マ トフ ォ ー カ シ ソグにお ける
溶出パ タ ー ン の 性貴
監実験方法】
3-5-2 に述べ た方法により, G S H- affin 七y カ ラム から得られたG S T両分を
沸縮後, 10mM Tris -HCl(pH 8.0)で 透析した｡ そ の サ ンプ ル をあらかじめ25mM
ト1)エ チ)i,ア ミ ン(pHll)で平衡化したタ ロ マ トフ ォ ー カ シ ソグゲ ル P B E118
(フ ァ ル マ シ ア フ ァ イ ンケミ カ ル)カ ラム(1.Oc mx30c m)に ap plyした｡ 清出払
フ ァ ル マ ライ ト(pu8 -10.5) (フ ァ ル マ シア , フ ァ イ ンケミ カ ル ;80倍に希釈し
pH8.0に鋼製 したもの)360ml で行 っ た｡ 各分画の G S T活性はC D N Bを基栄とし
て珊定した｡ 且cidicなG S Tの 涼紐は1M NaClを用い て行 っ た｡
【実験綾果】
噸雄ラ ッ ト肝cyto s olicG S T のクロ マ Tフ ォ ー カ シ ングにおける韓出パ タ ー ン
を Fig. 3-6 に示す｡ 固か ら明らかな様に , 6種の G S Tアイ ソ ザイ ム の 特出パ タ
ー ン札 噸確聞で著しく異な るこ とが観められた｡ この 様な basic G S Tが溶出
した後, 1M NaCl で溶出するG S T活性両分を acidic G S Tとした｡
タ ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グに よ るG S T捻活性の回収率払 雄性で97.4 %, 職性で
96.9 %で あ っ た ｡ 各G S T アイソ ザイ ム 両分の活性を噸雄間で比較する と Table 3-12
に示す様に著明な善果がみ られた｡ B L型の G ST活性披職性の方が有意に高く,
中で もG S T- B Lは雄性の 約5倍の活性を示した｡
一 方, A C塑の G S Tは逆に
雄性の方が高く, G S T- A 28ま噸性に比較して 3 倍高い活性を示した｡ また,
Ne utral/acidic G ST に関して は 3-5-3 に示した D E-52カ ラム の場合と同様,
雄性の 方が噸性に比し, 高い 活性を示すことが観め られた｡
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Fig . 3- 6 Sepa r aLtio n of ba sic glutath io n e S
- tr a n sfe r a s e s
obtain ed fr o m af f inity col um n chr o m atogr aphy o n
glutath io n e- l inked Sepha ro s e6B of m ale a nd fe m ale r ats
by chr o m atofo c u sing .
Tr a n sfe ra 畠e a ctivity w a s m e a s u r ed with C DN B a s s ubstr ate ｡
Equ al a m o u nts of pr otein s of m ale ?nd fe m ale (4 ･ 9 1 mg)
w e r elo aded o nto the chr o m atofo c u s l ng COlu m n. Total
a ctivitie s with C D N Bof m ale a nd fe m ale tr a n sfe r a s e s
ap pl ied w er e 2 9. 7 a nd 3 7.9 u n土七s , r e spe ct土v ely ｡
Tab le 3 - 1 2 Distributio n of m ale a nd fe m ale glutath io n e
S - tr a n sfe r a s e a ctivitie s of e a ch is o zym e fr a ctio n
s epa r ated by chr o m atofo c u sing.
Basic G ST i80ヱymeB Aci d ic
L
2
B IJ B
2
Å
2
且C C
2
GSTs
Male (%) 1 0. 4 5. 6 8. 4 2. 7
Fe m ale (%) 1 5.9 2 5. 0
出ale
Fe male
8｡ 9 0. 9
0 . 6 5 0. 2 2 0. 9 4 3. 0 0
1 2.4 1 8. 2 4 2. 3
9.5 1 3. 0 26. 8
1.3 1 1. 4 0 1. 5 8
Ea ch is o zym e fr a ction of tr a甲 fe r aさe Z3Ob tain ed from chr o m atofo c using
a s sho w rlin Fig
･
･ 2 w a s pooled a さ fol lo wさ a nd m e a s u red the e a ch po oled
tr a n sfer a s e a ctivity wi t hC DN B as a 卓ubstr ate ･ ぬ 1e = L
2
(Fr N o 5 8- 6 7) I
B L(6 8- 7 6)I B2(8 4
- 9 3)･ A
2
(9 9- 1 0 7), A C(1 1 3- 1 3 3)I C
2
(1 3 4- 1 5 3)I Aci d ic G STs
(1 5 8- 1 7 5)I Fe m ale : L
2
(5 9- 6 8)∫ B L(6 9- 8 2), B2(8 8
- 1 0 6), A2(1
0 8- 1 1 4)∫ A C
(1 2 3- 142), C2(1 4 3
- 1 6 4), Aci d ic GST s(1 6 5- 1 7 1) ･ Total r e cov e r･y of tra ns -
fe r a s e a ctivitie s of e a ch is o 2:ym e fra ct io n sepa r at ed by chrom atofo c using
fr o m m ale a ndlfe m ale w a s9 7･4 % a nd 9 6･ 9 %
r
r eBPeC tiv ely･
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3 - 5 - 5 嘩雄ラ ッ ト肝G S T サブ ユ ニ ッ トに関するⅩin etic s によ る解析
臣実験方法】
雌蝶ラ ッ ト肝 cyto solic G S T の C D N B, D C NB および G S H に対する
Km 健, Vm a x健を Line 鵬 a Ve r-缶u rk plo七 に より求めた｡ さらに , 精製したG S T-
L 2, - A Cおよび - B 2に つ い て も同様に Em 債, Vma x檀を求めた ｡
監実験結果】
Fig. 3-7 に示す様に, 雄性肝cyto s ol のG S Tの D CN Bに対する活性の Vm a x
倍は職性の それに比し, 約 2.5倍高か っ たが, Km 健に つ い て 旺雌雄間で 菱披み ら
れなか っ た｡ C D N B に対する活性に関して 娃, 雌雄共に 1o 糾Em と high Em が
得 られたや耳, 磯雄費はみ られなか っ た｡ C DN B溝度として0･25mM以上で は Vma x
健に おい て噸雄間で兼はみ られなか っ たが, 0.25mM 以下で 揺雄性の･Vm a xは噸性の
それより明らかに高か っ た｡ 一 方, G S H に対する Vm a
､
Ⅹ 構はD C N Bを用い た
場合に雄性の方が噸性に比し, 約2倍高か っ た｡ 基紫として C DNB (1mM),
D C NB(1mM)い ずれを用い た場合に もG S Hに対する Em 構は噸堆共, 0.152mM
で あ っ た｡ こ の債は Jakoby ら1 川〉の D CN B(1mM)を用い た場合, G S H に
対する Km 健は 0.1 -0.2mM であ るという報告と近似して い る｡ これらの Km 値
に関する知見から, G S Tの G S
■
H に対する結合部位の 方が, C D N Bあるい はD
c N Bの結合部位よりも親和性が高い ことが考えられ る｡ この ことは, G S T の生
理機能の 1 つ として G S Hと非共有結合するこ とに よりG S H のr e s e r v oirと して の
撒きl = )と関連ある可能性が示され る｡
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Em ; 0 . 05 8 m 払
Em = 0 . 5 5 6m比
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Fig 1 3 - 7 Lin e w e a v e r- Bu rk plots showing the ef fe ct
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G S T は Ya, Y b, Y b' , Y c サ ブ ユ ニ ッ トの組み合わせ に よる2量捧で あるこ と
か ら, C D N BおよぴD CN B に対する Em 倦はこれ らのサ ブ ユ ニ ッ トのKm 健
に対応す る ことが考え られる ｡ Habig ら2 0' Z l) に よれば, G S T- A と- C は C D N B
に対して 各々 0.06と0.1 mM の Em 健を示すの に対し, G S T- A A と- B は
0.4と0.8 mM と比較的高い Km 植を表すと朝告されて い る ｡ Table 3-13 か ら明ら
かな様に , C D N Bを基賀とした場合, Ya に対する Km 健はY bの それと全く異
なる こ とが判明 した｡ Y c の C D NBに対する 払 および Vnla X健 はY a の そ れと
ほぼ近似した｡
7 8
Tab le 3 - 1 3Ap pa r e nt kin etic par a m eter s of vario us
is o zym e s of pu ri f ied ba sic GSH S - tr an sfer a se
co mpo s ed of e a ch d i f fe r e nt s ubu nit in rat live r.
C D N B- Activity DC N B- Activity
L
2
(YaYa) A C(Yb¥b8)･ B
2
(¥cYc) AC(Yb¥ b′)
Rm ( nM ) 0. 526
Vm ax 5. 0 0 0
( Unitさ/mg )
0. 0 62
ll.7 6 0
1. 11 1 1. 4 29
3. 33 3 6 . 667
C D N Ba 8 8 tlb8tr 亀te V a riab le B Whe n G S 耳c o n c e ntr 且tion 尊 W e r efix ed
at 0. 5 油紙. D C 罰D亀鑑 魯ub8tr 血t◎ V 亀ri亀b l◎8 Whe a G S!!c o n c e ntr atio n 8
w e r efix ed at l 血的 .
これ らの知見より, cyto sol の G S T におい て C D N B に対して得られた2 つ の Km
債はYa(ある い はYc)とY b サブユ ニ ッ トの Em 懐に起因するもの と思われる ｡ そ
れに対して , D C N Bに対する Kn 健は Y b サブユ ニ ッ トのみ に対応するもの と
考えられ る｡
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3 - 5 一 転 噸雄ラ ッ ト肝 G S Tの サ ブ ユ ニ ッ トの 構成比の 違い と
免疫学的検討
【実験方法】
1. S D S ポリ アク 7))レア ミ ドゲ ル 電気泳動法
Lae m mliの方法11 8)に準 じて , 12.5 %ポ 7)ア ク 7)ル ア ミ ドゲ ル を用 い て行 っ た ｡
2. 阻害実験
抗G S T- A C抗体 はG ST - A Cに対して は単 一 の 沈降線を示 したが , G S T- BL
とは交差しなか っ た｡ さ らに , 抗G S T- B L抗体 はG S T- A Cとは交差せず,
B L に対して 単 一 の 沈降線を示 した｡ また, 活性阻害実験は下記の通り行 っ た ｡
すなわち, 噸雄肝 cyto soIP.03ml (賓自尊 ;雄性67, 噸性 63拍) と抗血清 0.01
- 0.2ml を加え, さらに 10mM Na -pho sphate-0.9如 NaCl(pn 7.4)にて 全姿
0.23mlとした｡ 4℃ 一 夜放置後, 12,000rpm 5分間遠心し, そ の上清に つ い て C DN B
に対する清性を潮定した｡ 抗休に よる阻害率は同登の c o ntrol 血清存在下 で の活性
の パ ー セ ン トで表示 した｡
【実験結果】
3- ㌃2 で述べ たG S H- affimity カ ラム より得 られたG S T分画を噸雄に つ い て
S D S- P A G Eを行 っ た(Fig. 3-8)｡ そ の結果 , Ya, Y b, Yc サ ブユ ニ ッ トの 構成
比に おい て噸雄間で 明白な差異がみ られた｡ すなわ ち, 雄性で 披Y bが最も多く次
い で Yc, Y a で ある のに対 し, 噸性で は Y bが最も少なか っ た｡
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- 8 S DS/polya c ryla mi de - gel ele ctropho r e sis
of tr a n sfer ase fr a ctio n s ob tain ed after GS‡ト
af f inity chr o m atogr aphy of m ale
hepat ic cyto s ol in r ats ･
(a) Ele ctr opho r esis w a s c a r ried
1 2.5 % a c ryla mi de r es olving gel.
sta nda rd ,･ 2 a nd 3, m ale (9 .8リg)
cyto s o1′ r e spe c七土v ely; 4 a nd 5′
and 王e male
o ut by u sing a
La n e1 a nd 6,
a nd fe m ale (1 01帽)
m ale a nd fe male
tr a n sfe r a s e s ob tain ed fr o m G S Ⅰトaf f inity c olumn ,
r e spe ct iv ely ･ The Ya l Yb a nd Yc ba nds a r e
ind ic ated . (b) The de n sito m etric s c a n ni g of
La n e s4 a nd 5w as perfo r m ed at 5 5 0n m.
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ま た, 肝 cy七osol における抗GS T - Å C抗体およぴ抗G S T- B L抗恥こ
阻害活性で は雌雄間で 明らかな善がみ られた(Fig. 3-9)｡ 抗G S T- A C抗体
加に より, 雄性 cytos ol では噸性より阻害程度は著明に大きか っ たの に対し
Lぎ.G S T
- B L抗鋳で は逆に噸性の 方がより強く阻蕃された｡
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Fig . 3 - 9 =rn m u n otitr atio n of GST a ct ivitie s fr o m male a
fe m ale r at hepatic cyto s ol by a nti - G S T- AC a nd - B L
a nt土bod 土e s｡
Both cyto s ol fr o m m ale s a nd fe m ale s w a sd i luted with i
s od iurh pho sphate - 0. 9 % NaC1, pH 7. 5 ｡ Po rtio n s of d i lute
cy七o sol (0.0 3 ml) were 土n c uba七ed w土tb 土nd ic ated
a ntis eモu m (total v olu甲e ･ 0･ 2 3 ml) oァe r night at 4
;O
c!u;:
r e m aining activitie s in the s upe r n ata nts ob tain ed by
c e ntri fugatio n at 120 0 0rpm fo r 5 min w e r edete min ed,
a ctivity w a s mea s u r ed wit h C D N Ba s a s ubstr ate . The de
o王 inb i b 土七 o n of 七he a c七iv土七y by the a nt i body w a s e xpr
a s pe r c e ntage of the a ctivity r e m aining in the pr e s e n c
c o ntr ol s e r u mfr o m a n o nim m uniz ed r ab b it . The pr otein
c onc e ntr atio n s of m ale a nd fe m ale cyto s ol w e r e6 7vg a
ug, r e spe ctiv ely. 功 一 . m ale s,･ ･ - cト ー , fe male s.
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3 - 5 - 7 GS T活性の性菱の葉物抱合能およびG S H登に及ぼす影響
監実験方法】
I. G S H抱合捧の定量
反応液の組成(1ml)は100mM K - pho sphate(pH6.5), 0.5mM G S H, 0.5打
C D NB および cytos ol(0.L38曙章自)とし 37℃イ ンキ 且 べ - ト彼の生成した:
(2,4- dinitr opbenyl)glutatbione を 340n何 で測定した｡ なお, D CN B - G
抱合捧の場合に は反応液(1ml)は100mM Ⅰトphosphate (p珂7.5), 1mM
G S H, 1mM DCN Bおよび cyto sol(8mg蛋白)とし 37℃イ ンキ 且 べ - I
級, 生成した抱合体を 345nm にて潮定した｡
2. G S Hの定豊
圧応液中の G S H董の測定は 5,5
∫
-dithiobis(nitr obe n z oate)とグJL,タチ コ
還元酵素によ る recycling 法I 1 9)を用い て行 っ た｡ 本法は次甲様な反応によ弓
成する5 - thio- 2 - nitT Obe n z o ate(T NB) を412n mにて珊定するもので る｡
2G S H＋ DT NB * G S S G＋2T N B
G S S G＋ N AD P H＋ H 十 G S S Gr edtI Cta S e 2G S H十 N Å D P
＋
S sr( / 6 S S G
N Å DP H＋ H ＋ ＋ D TN B G S S Gr edtl Cta S e 2T N B＋ N A D P十
本法 は Ellm a n落と異なり, シ ス テイ ン の 過剰董で も影響されずG S Hおよ
G SS Gに特異的で あるI 1 9〉｡
反応液組成は 0.1M Na- pho sphate- 1mM E D T A, p技7.0 , 0.2mM
N A D P H, 0.6mM 工)T N Bおよび試料か らなり, G S S Gr eductase
lu nit添加して412nmで反応開始とし, 1分間あたりの吸光度変化より求めた｡
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監実験結果】
G S T活性の性善が G S H抱合終生成董およぴ G S H董などに どの 様な影響を及
ぼすかを検討した｡ Fig. 3-10に示す様に, G S H抱合体の増加に伴い , G S H
豊の 著明な城歩が経噂的に み られた｡ そ こで , 噸雄肝 cyto sol とG S Hお よび
D C N B共存下, 抱合終生成董とG S H減少量を換謝したとこ ろ, 雄性で は職性
に比し, 有意な抱合体の 生成と, それに伴い G S H豊の減少が謎められた｡
①
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ラ ッ ト肝G SH蚤は過食に より異なり, 12過令で は雄性の方が噸性に比し有意に
高い ｡ また, 肝G SH は日 内変動を示すことが知られて い る が 9, l o o), 機嫌共 は
ぼ同 じ日内変動を示し, どの時間常におい て も雄性の 方が高い 傾向を示した｡ さら
に, こ の肝G S Hの 性差は18時間絶食条件下に おい て も謎められる ことから,
肝G S H馨の性貴は単に食飼牲因子に起因するとは考え 掛 ､｡ 絶食条件下で は, 肝
G S H馨の性差と共に T - G T P活性で の噸雄善が著明にな っ た (第2章)｡ この
絶食下でみ られる肝T - G T P活性の性差 札 tra nspeptidation 反応において 顕
著で あるが, hydr ola se 反応で は有意景はみ られ なか っ た｡ T - G T P のin viv o
にお ける生理機能はグルタ チオ ン分解酵素として の hydr olytic a ctio nで あ る】Z O, 1 2 1)
と考え られて い たが, 最近 in viv o にお いて tra n speptidation 反応も行うとの
知見l苧2' 1 2 3 )が報告されて い る｡
絶食時にみ られ る肝 r - G T P活性の 性差札 肝 シス テイ ン畳に反映され,
肝 ト GT P活性とシ ス テイ ン登との間 に極めて高い 相関性がみ られ る｡ ま た,
7 - 8過令の比較的若い ラ ッ トで は肝 G S H馨に は性差はみ られないが, 肝T - G T P
清性および肝 シス テイ ン董は噸性の方が有意に高い ｡ これ らの知見か ら, 肝G S H
の週令差に伴う性差に は肝r - G T P特性が大きく関与して い るもの と考えられ る｡
一 方, 関連酵素系の中で著明な性差はr - G T P, G STおよび G S H- Px 活
性に おい て緩められ, 肝T - G T Pは噂性ラ ッ トの方が雄性ラ ッ トに比し著明に 高
い活性を示 した｡ さ らに , 性ホ ル モ ン投与の実験から, ･ T - GT PはT Sよりはむ
しろE D による御節支配が大き い ことが示唆された｡ G S T活性とGS H- Px 活
性は互 い に逆の性差を示 し, 性ホ ル モ ンの影響も異 っ て い た｡ すなわち, G S H- Px
活性に対して E Dは促進的に作用 し, T S辻抑簡約効果を示すことが考えられる｡
それ に対 しG S T活性で は, 逆に活性の上昇, E Dは活性の 低下を誘導するもの と
示唆される ｡
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G S Tは基質時異性が広い 蛋白群で あ る｡ C DNB は種々 の G ST アイ ソ ザイ ム
に対して優れた基質で あるが, D C N Bは !bサ ブユ ニ ッ トを有するA C型の アイ
ソ ザ イ ム に のみ作用する と報告されて い るZ O =1 1)｡ Table 3-10に示す様に雄性ラ
ッ ト肝G S TはD C N B に対する活性で は噸性ラ ッ トに 比し, 著明に高い が ,
C D N B に対する活性で はほとん ど噸雄貴はみ られない ｡ こ の 知見はラ ッ トにおい
て 法, D C N､B に対する G S T活性に性善がみ られると い う報告24' l Z 4)と 一 致す
る｡
一 方, G S H- Px 活性はC H Pおよぴ H之0 2い ずれの基質に対して も噸性ラ ッ
ト の方が高い (Table 3-10). La w r en ce と BurkZ 2) 揺H 20 之を基質とした場合の
G S HI Px 活性は Se- G
■
s H- Px を反映し, C H P に対する活性と H20 zに対す
る活性の澄は n o n- Se- G S H- Px の 活性に対応すると報告して い る｡ 従 っ て ,
Table 3-10に示した結果は , G S H- Px 活性の性差はSe- G S H- Px の み なら
ず non- Se - G S H- Px にもみ られる ことを示唆 して い る ｡ さらに , G S H- P x
活性の 性差に関して直接的な証拠を得る目的で affin ty カ ラ ム によりSe - G S H-
P x と n o n- Se - G SH - Px とに分離して検討 したとこ ろ, ラ ッ ト肝 cyto s ol で
み られる G SH - P x 活性の 性差は主にSe- G S H- Px に起因するが , 一 部は n o n-
S e - G S H- Px にも依存する ことが明らかとな っ た｡ no n- S e - G S HrPx は
G S T のあ る種の アイ ソ ザイ ム と同 一 である b)こ とから, G S H- Px 活性を示す
G S T アイソザ イ ム は噸性の方が雄性に比し高い と考え られ る｡
Table 3-12 から明らかな様に , basic G.S T に関して8も C D N BとC H P に
対す る活性は雌性の 方が高い が, D C N Bに対する活性は逆に雄性の 方が高い ｡ さ
らに , Hin etic sによ る解析結果か ら, 噸礎肝G S T には質的な違い がない ことが示
された｡ こ れらの事実は ba sic G S T アイソ ザイ ム の 量的分布が, 雌雄聞で 明ら
かに異なる こ とを示唆して い る｡ Fig. 3-8に示す様に , S D S- P A G E におい て
G S T サブ ユ ニ ッ トの 構成比が雌雄間で明らかに異なる こ とが判明した ｡
tlales と Neim sI Z 5) は抗G S T- B抗体を用い て 免疫沈降反応に よる検討から准
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性ラ ッ ト肝 cytosol の_G S T
- B は噸性の それに比し, 少ない ことを報告した｡
しか し, 彼等は Rabig らの方法20) によりG S T- Bを精製し, liga ndin は
G S T- B と同 一 で あると結論して い る ｡ 従 っ て , 彼等の成績はG S T- Bある い
は 1igandin に関するもの で あり, 他の G S Tア イ ソザイ ム の性莞に関して 明確な
結納は得られて い ない ｡ 本研究において , ラ ッ ト肝 ba sic G S Tを6種に分離す
るこ とに成功し, その タ ロ マ f･ フ オ ⊥ カ シ ン グに おけるそれらアイ ソザイ ム の溶出
パ タ ー ン は機嫌聞で明らかな相異が経められた｡ そ の 中で , G S T- B Lと - Lz
の 活性は噸性に高い の に対して, A C型の G S T アイ ソザイ ム は雄性におい て高い
活性が組められた｡ この こ とはG S T- B Lと - A C の抗体を用いた阻事実験に お
い て も確徹された｡
G S Tが有する ペ ル オ キ シダ ー ゼ活性はYa とYc サ ブ ユ ニ ッ トに起因する こと
か ら, 噸性の basic G S T に関して C D N BおよびC H P に対する活性が雄性よ
り高い の は, 噸性の方が G S T- B Lおよぴ - L ヱが多い ことに起因するもの と思
われ る｡
さ らに, 肝JCytO S Ol におけるD CNB抱合体生成馨およびそれに伴うG S Ⅰi豊の
減少は, 雄性ラ ッ トの方が噸性に比し有意に高か っ た｡ この事実は, ラ ッ ト肝
cytos ol にみられ るG S T活性の 性差は薬物の G S H抱合髄および肝G S H代謝と
に密接な関連性を有し, 生理的機能を考え る上で極めて重要な示唆を与えて い る｡
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紐 括
肝グル タチ オ ン代謝と関連酵素系との 関連性に つ い て , 第1縮で はラ ッ ト肝臓に
おける G S H代謝の 御御機構, 寮2編で はラ ッ ト マ ウス , モ ル モ ッ ト, ハ ム ス タ
ー にお ける肝G S H代謝系の 種差, また, 第3編で はラ ッ ト肝G S H代謝および関
連酵素系の性差に関して検討した｡ これらを要約して 以下に示す｡
(1) 生体内グ ル タチ オ ン の 唯 一 の分解酵素で ある γ - G T Pは, 成熟肝におい て は
極めて低い活性を示すが, 細胞膜に局在して い る こ とか らG SH あるい は
G S S Gの局所的氷解清性はかなり高い と考え られる ｡ また, そ の酵素的性質.は
免疫学的検討および Ein etics の 解析から, 腎 T - G T Pと違い はみ られず,
T - G T Pを修飾して い る シ ア)i,酸が多い 分子種で あるこ とが判明した｡
(2) 肝 ト G T P活性の変動と シ ス テイ ンの 董的変化とに高い 相関性がみ られ たこ
とか ら, T - GT P 辻 G S H董の変動に極めて重要な役割を担 っ て い る と考え ら
れ る｡
(3) ラ ッ ト周産靭にお ける胎盤および胎仔肝T - G T Pは胎仔の G S Hある い はシ
ス テイ ン の不足を補給する目的で , 母体からの G S Hを効率よく分解利用する も
の と示唆され る｡
(朝 成熟ラ ッ トにおける肝 T - G T Pの 著明な誘導 は細胞外に増加したグ)I/タ チオ
ン (主に G S S G) を効率よく分解し, G S Hの 車台成に利用する役割を果すこ
とが明らかにされた｡
(5) 肝グ ル タチ オ ン代謝および関連酵素活性に は著明な種差が謎められ, ハ ム ス タ
ー はG S Hの酸化還元速度が速い動物種で あり, マ ウス において も絶食条件下に
r
おい て同様に G S日の酸化還元速度が促進され る こ とが明らかにされた｡
(6) 肝臓にお ける脂質過酸化反応,8i肝G S H レ
ベ ル と は相関せず, む しろ
G S H- Px ある い はG S T活性の 港禁過酸化反応にお ける生理的重要性が示唆
された ｡
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(7) ラ ッ ト肝G S H登の性澄は絶食条件下におい て も認められ ることか ら, 単に食
飼由来の因子に起因するもので はなく, む しろ T - G TPを中心とした関連酵素
系が重要な性菱発現因子で あるこ とが明らかに された｡
(8) ラ ッ ト肝T - G T P, G S TおよぴG SH - Px 活性の 性差払 い ずれ も性ホ
ル モ ンに より澗御され る ことが明らかにされた｡
(9) ラ ッ ト肝G S Tおよび G S H⊥Px 活性の 性善は各アイ ソザイ ム を分離精製し
た結果, G S TおよびG S H- Px の各ア イソザ イ ム の 登的変化に起因する こと
が判明した｡
80) ラ ッ ト肝G S T活性の 性差臥 そ の G S H抱合髄およびG S H登の変化にも顕
著な影響を示 した｡ こ の G S H抱合の 際の G S H減少は不可逆的なG S Hの 変化
で ある｡ 従 っ て , もしG S H抱合を受ける薬物あるい は代謝物が生休内に存在し
た場合に, 肝G S H董の変動に も明らかな性差を示すもの で あり, G S T活性の
性差は肝グル タチ オ ン代謝に おい て重大な生理的重要性を有すると考え られ る｡
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